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Anfangs wollt ich fast verzagen 
Und ich glaubt, ich trüg es nie; 
Und ich hab es doch getragen,- 
Aber fragt mich nur nicht: wie? 
Heinrich Heine 
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1 Einleitung 
 
 
1.1 Extrazellulärmatrix und Wundheilung  
 
Die Extrazellulärmatrix (ECM) stellt die Gesamtheit der Makromoleküle dar, die 
sich außerhalb der Plasmamembran von Zellen und Geweben befinden. Es 
handelt sich um ein komplex aufgebautes Gerüst, in dem Zellen mit sämtlichen 
wichtigen Bestandteilen versorgt werden. Auf der anderen Seite ist die ECM an 
dem Informationsaustausch zwischen den Zellen (aktiv) beteiligt, indem 
Zytokine und Wachstumsfaktoren an Bestandteilen der Matrix gebunden 
vorliegen und sukzessive freigesetzt werden. Durch die Bindung an bestimmte 
Komponenten der ECM mittels Zellrezeptoren wird die Gen-Expression 
reguliert. Aus der wechselseitigen Beeinflussung von ECM und Zellen 
resultieren somit Zelladhäsion, Zellmigration, Zellproliferation sowie Aufbau, 
Umbau und Abbau von Gewebe. Moleküle, die normalerweise als struktur-
gebende Proteine vorliegen, können nach Modifikationen Botenstoffe dar-
stellen. Im Rahmen der Gordon-Konferenz für Proteoglykane von 1998 wurde 
eine treffende Charakterisierung dieser Eigenschaften von ECM-Komponenten 
geprägt. Sie wurden als demiurg bezeichnet (nach Platon: der Weltbaumeister 
handelt selbst in und durch den logos) (Labat-Robert et al.1990, Schultz et al. 
2005). 
An dem Ab- und Umbau der ECM nimmt die Gruppe der Matrixmetallo-
proteinasen (MMP) teil. Es handelt sich um zinkhaltige Enzyme, die entweder in 
den Extrazellularraum sezerniert werden, oder assoziiert an der Zellmembran 
vorliegen (Barille et al. 1997). Korrespondierend zu den MMPs existieren die 
Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases (TIMP), die in der Lage sind, die 
enzymatische Aktivität der MMPs zu hemmen (Chowcat et al. 1988).  
Mengenmäßig stellen Kollagene und Glykoproteine bzw. Polysaccharide die 
Hauptbestandteile der ECM dar. Für die Matrixproteine besteht ein fein 
reguliertes Gleichgewicht der Synthese und Degradation, das physiologische 
Remodelling.  
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Bei akuten Schädigungen der ECM verschiebt sich das Gleichgewicht. Als 
Antwort hierauf, zum Beispiel bei einer Hautverletzung, kommt es zu einer 
gesteigerten Synthese von Kollagenen und degradierenden Enzymen, wie den 
MMPs, die in mehreren „Phasen“ eine Restitutio der Matrix nach Verletzung 
anstreben (Ruoslahti et al 1985). Im Nachfolgenden werden die wichtigsten 
Bestandteile der ECM und ihre Funktionen vorgestellt. Anschließend wird auf 
die Phasen der Wundheilung eingegangen, wie sie anhand von immunhisto-
chemischen Befunden eingeteilt werden. 
 
Die quantitativ größte Struktur-Proteinfraktion stellen Kollagene dar, die sich zu 
faserartigen Komplexen formieren und wichtige Stützproteine aller Gewebe dar-
stellen. Neben der Stützfunktion gibt es Mitglieder dieser Proteinfamilie, wie 
Fibrillin und Elastin, die elastische Eigenschaften aufweisen. Neuere Unter-
suchungen belegen die Beteiligung von Adhäsionsmatrixproteinen bei der Zell-
Zell Kommunikation und dem Informationsaustausch zwischen den Zellen und 
der ECM.  
Die zweite große Gruppe umfassen Kohlenhydrate, zu denen Glykosamino-
glykane als langkettige Polysaccharide gehören. Die Glykosaminoglykane 
assoziieren mit geladenen Proteinen und bilden so die noch größeren Proteo-
glykane (Davis et al. 2005, Mancini et al. 2006).  
Das Netzwerk aus Kollagen, Fibrillin und Elastin bildet fibröse Strukturen aus 
und stellt das „Gerüst“ der ECM dar. Bedeutsame Eigenschaften beziehen sich 
auf die Zugfestigkeit und Elastizität des Netzwerks, die die mechanischen 
Eigenschaften des Gewebes bestimmen. Proteoglykane werden auch als 
„Weichmacher“ der ECM bezeichnet. Sie nehmen an der Kommunikation 
zwischen den Zellen (Zell-Zell-Interaktion) sowie zwischen den Zellen mit der 
ECM teil (Schultz et al. 2005).   
 
 
Die Kollagen – Proteinfamilie  
Die größte Klasse der Strukturproteine bilden Kollagene, bei denen zurzeit 27 
verschiedene Typen bekannt sind (Typ I bis XXVII). Nach Prozessierung der 
Kollagenproteine lagern sich diese zu 3 umeinander gewundenen Polypeptid-
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ketten (α-Helix-Ketten) zusammen, die eine typische Struktur in Form einer 
langen, seilartigen Tripelhelix ausbilden. Jede α-Kette kann in Abhängigkeit des 
Kollagentyps aus 600 bis 3000 Aminosäuren bestehen. Mehrere Kollagen-
moleküle lagern sich zu Fibrillen zusammen (Fibrillogenese). Hier sind benach-
barte Kollagenmoleküle nicht bündig angeordnet, sondern jeweils um etwa ein 
Fünftel ihrer Länge gegeneinander versetzt. Diese Anordnung hat zur Folge, 
dass auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Metall-kontrastierten 
Kollagenfibrillen eine Querstreifung zu sehen ist. 
Die Fibrillin-bildenden Typ-I, II und III Kollagene machen ca. 90 % des Gesamt-
kollagens (v.a. in Haut und Knochen) aus und bilden Fibrillen und Fasern, 
während die Gruppe des nicht fibrillären Typs, v.a. Typ-IV ein lockeres 
Netzwerk aufbaut (Löffler 1998, Vakonikas and Campbell 2007). 
Der Betrachtung des Verhältnisses von Typ-I zu Typ-III Kollagen kommt für den 
Wundheilungsprozess eine besondere Bedeutung zu, auf die zu einem 
späteren Zeitpunkt näher eingegangen wird. 
 
 
Abb.1: Aufbau der kollagenen Faser 
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Elastine und Fibrilline 
Die Proteine der Elastinfamilie sind phylogenetisch gesehen die jüngsten 
Makromoleküle der ECM, da sie in Vertebraten vorkommen (Labat-Robert et al. 
1990). Die Hauptkomponente von elastischen Fasern stellt das Elastin-Molekül 
dar, welches Querverbindungen zu weiteren Elastin-Molekülen aufbaut. Diese 
Moleküle bilden einen elastischen Kern, welcher von dünnen Fibrillen des 
Proteins Fibrillin umhüllt wird. Seine außergewöhnliche physikalische und 
chemische Widerstandsfähigkeit verdankt Elastin seinen hydrophoben 
Wechselwirkungen, die die Tertiär- und Quartärstruktur stabilisieren und auch 
die starke Affinität zu Lipiden und Calzium erklären. Elastische Fasern besitzen 
eine außerordentliche Eigenschaft, nämlich reversible Dehnbarkeit. Die 
Kollagenfasern der elastischen Fasern verhindern eine Überdehnung, umge-
kehrt bringen Elastine die Kollagenfasern wieder in die ursprüngliche Lage 
zurück (Labat-Robert 2003).  
 
 
Abb. 2: Aufbau der elastischen Faser 
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Glykosaminoglykane und Proteoglykane 
Glykosaminoglykane (GAGs), langkettige Polysaccharide aus Disaccharid-
einheiten, sind in der ECM in ausreichenden Mengen vorhanden. Ihre Poly-
saccharidketten verleihen ihnen hydrophile Eigenschaften, über ihre negative 
Ladung werden osmotisch aktive Natriumionen angezogen. Beispiele der 
Proteinfamilie sind Hyaluronsäuren, Heparansulfate, Dermatansulfate, Chon-
droitinsulfate und Keratansulfate. Bis auf die Hyaluronsäuren sind alle GAGs an 
Proteine gebunden und bilden so Proteoglykane. Proteoglykane halten Wasser 
zurück und bilden eine Gel-ähnliche Substanz, die eine schnelle Diffusion von 
Ionen, Hormonen und Nährstoffen gewährleistet. Perlecan, ein Proteoglykan in 
der Basalmembran, liegt mit unterschiedlichen Porengrößen seiner Gelstruktur 
vor, und nimmt hierunter eine Schlüsselrolle in der selektiven Filterfunktion von 
Substanzen ein, die durch die Basalmembran eintreten. Weiterhin fördern 
Proteoglykane die Selbstassemblierung der Kollagene (Fibrillogenese). Darüber 
sind Proteoglykane an der Wechselwirkung zwischen Matrixproteinen beteiligt 
(Schönherr and Hausser 2000, Ruoslahti et al. 1985). 
Weiterhin können sie die Entzündungsreaktion verlängern, indem sie 
Chemokine binden und freisetzen, so dass diese protrahiert die Entzünd-
ungsreaktion und die Einwanderung von Entzündungszellen fördern. Auch 
TGF-β bindet an Proteoglykane und kann so die Narbenbildung beschleunigen, 
indem es zu einer Zunahme der Expression von Kollagen, Fibronektin und 
Lysyloxidase führt, während die Produktion der Matrixmetalloproteasen (MMP) 
unterdrückt wird. Damit üben sie einen großen Einfluss auf das Verhalten von 
Zellen aus und sind involviert in Aufbau, Abbau und Umbau von Geweben (z.B. 
Wundheilung, Angiogenese, Arteriosklerose, Fibrose, Disseminierung von 
Tumorzellen bei Metastasenbildung, etc.) (Midwood et al. 2006). 
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Adhäsionsproteine 
Alle Zellen besitzen Rezeptoren, mit denen sie mit der ECM in Kontakt treten 
bzw. über die Informationen von der ECM an die Zellen herangetragen werden. 
Es handelt sich um Glykoproteine, als Beispiel seien Laminine, Vitronectin und 
Fibronectin sowie Integrin genannt. 
Letztgenannte vermitteln die Zelladhäsion. Hierbei interagieren α- und β-Unter-
einheiten des Integrins, die mittels Calcium-Ionen extrazellulär aneinander 
gebunden sind, mit Aminosäure-Bindungssequenzen im Proteinanteil der ECM-
Komponenten. Die bekannteste Erkennungssequenz, die auf Matrixproteinen 
durch die Integrine zur Zellbindung genutzt wird, ist die RGD-Sequenz (Arginin-
Glycin-Aspartat) (Bruck et al. 1997). 
 
 
1.2 Phasen der Wundheilung 
 
Unmittelbar nach einer Verletzung startet der Körper sein „Wundheilungs-
programm“. Es kommt zu einer Entzündungsreaktion, deren reparative 
Vorgänge nach ihrem zeitlichen Ablauf klassischerweise in drei Phasen 
eingeteilt werden können (Hernandez-Richter und Struck 1971; Knapp und 
Hansis 1999). Wachstumsfaktoren kontrollieren in allen Phasen den Ablauf des 
Heilungsprozesses (Bennett und Schultz 1993). Wachstumsfaktoren sind 
Zytokine, die durch Signaltransduktion an spezifische Rezeptoren der Zellober-
fläche binden und in der Lage sind, durch autokrine bzw. parakrine Stimulation 
Zellproliferation oder Migration auszulösen (Steenfos 1994).  
 
Die erste Phase der Wundheilung, die Entzündungsphase oder exsudative 
Phase (0. – 4. Tag), wird geprägt durch die enzymatische Aktivierung der 
Gerinnungs- und Komplementphase. Die Freisetzung von Zytokinen und 
Chemokinen erfolgt v.a. aus Thrombozyten, Endothelzellen und Fibroblasten. 
Zytokine induzieren eine Gefäßdilatation und erhöhte vaskuläre Permeabilität. 
Chemokine bewirken eine Chemotaxis zirkulierender polymorphkerniger, 
neutrophiler Granulozyten und Monozyten, die ihrerseits Wachstumsfaktoren 
abgeben und somit sowohl eine Entzündungsantwort hervorrufen, als auch zur 
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Phagozytose von Zelldetritus beitragen (Faler et al. 2006). Nach ca. 24 bis 48 
Stunden dominieren einwandernde Monozyten, die zu Makrophagen differen-
zieren und durch die Freisetzung weiterer Zytokine die zweite Phase der Wund-
heilung, die Proliferationsphase, ermöglichen (Koeveker 1999). Das durch die 
plasmatische Gerinnung frei gesetzte Fibrin schützt die Wunde vor Infektion 
und mechanischem Stress (Linder 1982).  
 
In der Proliferationsphase (5. – 14. Tag) beginnt die Narbenbildung. 
Wachstumsfaktoren fördern die Wundheilung durch Steigerung der Kollagen-
synthese, der Angiogenese, der Epithelialisierung und der ECM-Produktion 
(Cohen 2000). Die vorherrschenden Zellen sind Fibroblasten, die durch 
Kollagen und Fibronektin zwei wichtige Substanzen für die Ausbildung eines 
stabilen ECM-Gerüstes bereitstellen (Ehrlich 1988). Die Epithelialisierung wird 
durch Keratinozytenproliferation, ausgehend von den Wundrändern, hervor-
gerufen. Gerade in dieser Phase kann es durch mechanische Fehlbelastungen 
zu schwerwiegenden Komplikationen wie einer Anastomoseninsuffizienz 
kommen (Stumpf et al. 2004). 
 
In der Differenzierungsphase (ab 15. Tag) reift das Narbengewebe, welches 
zunehmend aus faserreichem, aber zell- und kapillararmem Bindegewebe 
aufgebaut ist. Weiterhin erfolgt eine strukturelle Remodellierung, insbesondere 
durch Umbauvorgänge der Kollagene, initial vor allem das elastische Typ-III 
Kollagen, später das reißfestere Typ-I Kollagen. Um diese Veränderungen 
quantitativ erfassen zu können wird bei Untersuchungen der Typ I / Typ III 
Kollagenquotient angegeben (Klinge et al. 2000).  
 
Die parallel ablaufenden Prozesse von Kollagenolyse und Kollagensynthese 
stellen eine vulnerable Phase bei der „Heilungskaskade“ bzw. dem „Wundhei-
lungsprogramm“ dar, die ihr Maximum zwischen dem 5. und 7. postoperativen 
Tag erreicht. Im günstigsten Fall wird sich im Verlauf des Wundhei-
lungsprozesses das weniger stabile Typ-III Kollagen durch das zugfestere Typ-I 
Kollagen ersetzt, so dass die definitive Narbe über die notwendige Festigkeit 
verfügt, die einer Insuffizienz adäquat entgegenwirken kann. In den letzten 
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Jahren zeigten Untersuchungen, dass dem Problem einer verzögerten oder 
unzureichenden Wundheilung ein gestörtes Verhältnis dieser beiden Kollagen-
typen maßgeblich beteiligt ist. Klinisch wird eine solche unzureichende Wund-
heilung durch Narbenhernierung oder Anastomoseninsuffizienz erkennbar 
(Junge et al. 2004). 
 
 
 
 
1.3 Anforderungen an eine Darm – Anastomose und Konzepte zur 
Verbesserung der Wundheilung 
 
 
Nach wie vor gehören Anastomoseninsuffizienzen zu den gravierendsten 
Komplikationen in der Chirurgie, die aufgrund der Vielzahl der Ursachen noch 
Klärungsbedarf beinhalten. Obwohl sich die Methodenentwicklung bezüglich 
der Anastomosenchirurgie in den letzten Jahren fortschrittlich zeigte, bleiben 
Morbidität und Letalität unverändert hoch (Stumpf et al, 2004)  
 
 
Anastomosenheilung am Gastrointestinaltrakt 
Nach Verletzung und anschließender Anastomosierung des Gastrointestinal-
traktes sind wie bei jeder anderen Wunde die oben beschriebenen 
Wundheilungsphasen beobachtbar. Hierbei ist die Entzündungsreaktion ein 
„physiologischer“ Vorgang, der für die Heilung notwendig ist, jedoch das 
Problem einer überschießenden Reaktion mit dem Resultat einer insuffizienten 
Narbenbildung mit sich bringt (Arbogast et al. 1978; Koruda und Rolandelli 
1990). Da eine Narben- oder Anastomosen-Insuffizienz schwerwiegende 
Folgen für den Patienten mit sich bringen kann (Reoperation, Peritonitis, 
Septikämie), ist ihre Vermeidung ein großes Anliegen in der Chirurgie.  
Die Bedeutung dieser Komplikationen spiegeln sich auch darin wieder, dass 
Anastomoseninsuffizienzen mit einer signifikanten Zunahme der 30-Tage 
Mortalität assoziiert sind (Branagan und Finnis 2005; Mc Ardle et al. 2005).  
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Besonders dramatisch können Insuffizienzen im Bereich des Kolons verlaufen, 
da in diesem Darmabschnitt eine starke bakterielle Besiedelung vorliegt (Alves 
et al. 2002).  
Mechanische Stabilität bietet durch ihren Kollagenreichtum die Tela submu-
cosa, die zur Nahtverankerung verwendet wird. Dies wurde schon von Halsted 
1887 postuliert und nachfolgend bestätigt (Halsted 1887; Högström et al. 1985; 
Dietz und Debus 2002). Weiterhin wird vornehmlich eine invertierende 
Nahttechnik mit vollständigem Serosakontakt verwendet, da die Nahtabdichtung 
von der Tunica serosa ausgeht wie schon 1826 von Lembert formuliert wurde 
(Lembert 1826). Bei Evertierung der Mukosa können sich Leckagen und Fisteln 
ausbilden (McAdams et al. 1969). 
 
 
Kollagenmetabolismus bei der Wundheilung 
Der Wundheilungsprozess wird durch Synthese und Abbau verschiedener 
Wachstumsfaktoren und Zytokine koordiniert, dabei spielt der Metabolismus 
von Komponenten der ECM und besonders von Kollagenen eine große Rolle, 
wie schon oben erwähnt wurde (Hopkinson et al. 1995; Ravanti und Kahari 
2000). Entsprechend kann jede Störung des Kollagenmetabolismus verant-
wortlich für die Entwicklung von Anastomoseninsuffizienzen sein (Stumpf et al. 
2005; Ballas und Davidson 2001; Junge et al. 2004). 
Kollagene haben eine relativ lange Halbwertszeit und unterliegen kaum 
kurzfristigen Schwankungen, so dass ihre Zusammensetzung auch auf 
vergleichsweise geringe Störungen der ECM hinweisen kann (Junge et al. 
2004; Junqueira et al. 1978; Rosch et al. 2003). Da das zugfestere Typ-I 
Kollagen, welches für die Gewebefestigkeit verantwortlich ist, erst in einem 
späteren Stadium der Wundheilung dominiert und das mechanisch instabilere 
Typ-III Kollagen ersetzt, kann ein gestörtes Verhältnis dieser beiden 
Kollagentypen ein Indikator für Wundheilungsstörungen oder sogar ursächlich 
beteiligt sein. Von anfänglich 80% Typ-III Kollagen sollten in der definitiven 
Narbe nur noch maximal 20% bestehen bleiben und der restliche Kollagenanteil 
durch den Typ-I ersetzt worden sein. Bei einem optimalen Verhältnis von Typ-I- 
zu Typ-III Kollagen resultiert eine mechanisch stabile Narbe (Friedman et al. 
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1993), so dass dieser Quotient ein Maß für die „Gewebegüte“ darstellen kann 
(Klinge et al. 2000). Das Maximum der Typ-I Kollagen-Synthese wird um den 7. 
postoperativen Tag beschrieben (Jiborn et al. 1980; Jönsson et al. 1983). Die 
Matrixmetalloproteinasen (MMP) beschreiben eine Familie von Enzymen, die 
ECM – Komponenten abbauen können und mehrere Arbeitsgruppen schreiben 
ihnen eine Schlüsselrolle bei der ECM – Remodellierung und bei der 
Wundheilung zu (Ravanti und Kahari 2000; Jansen et al. 2007; Inkinen et al. 
2000). Ein Anstieg der Kollagenasen, insbesondere der MMPs, begrenzt auf 
den evertierten Bereich, erreicht am 3. Tag ihr Maximum (Chowcat et al. 1990). 
Vorangegangene Untersuchungen demonstrierten einen direkten Zusammen-
hang zwischen zunehmender MMP – Expression und dem Auftreten von 
Anastomoseninsuffizienzen (Savage et al. 1998; Stumpf et al. 2005).  
 
 
Chirurgische Operationstechniken und Anastomosenheilung  
Eine Darmanastomose sollte idealerweise neben einer schnellen Heilung eine 
gute Lumendurchgängigkeit gewährleisten und nicht zu Stenosen führen. Dabei 
ist es wichtig, Ischämien der Schnittränder zu vermeiden, da eine verminderte 
Gewebeperfusion mit höheren Insuffizienzraten einhergeht (Senagore et al. 
1990; Vignali et al. 1997). Kleine Stichabstände scheinen sich genauso 
nachteilig auf die Anastomosenheilung auszuwirken (Högström et al. 1985) wie 
zu festes Knoten (Waninger et al. 1992). So wie eine ausreichende 
Oxygenierung des Gewebes für eine ausreichende Kollagensynthese vorhan-
den sein muss (Jonsson et al. 1991), kommt es bei Durchblutungsstörungen zu 
einer Überexpression von Kollagenasen und somit zu einem stärkeren 
Kollagenabbau (Savage et al. 1998). Aus diesen Gründen ist auf eine 
spannungsfreie Adaptation der zu anastomosierenden Darmenden durch 
entsprechende Mobilisierung ein besonderes Augenmerk zu richten (Jiborn et 
al. 1980). Ein besseres Heilungsverhalten, eine verminderte Stenoserate, eine 
bessere Durchblutung, eine verminderte Ödembildung, eine verminderte 
Entzündungsreaktion und somit eine niedrigere Insuffizienzrate wurde bei der 
allschichtigen einreihigen Einzelknopfnaht im Vergleich zur mehrreihigen 
Nahttechnik in zahlreichen Veröffentlichungen nachgewiesen (McAdams et al. 
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1969; Meyer et al. 2001; Motson et al. 1984), so dass die Einzelknopfnaht lange 
als die Standardtechnik der intestinalen Anastomosierung galt (Carty et al. 
1991; Leslie und Steele 2003). Eine Alternative bietet die fortlaufende einreihige 
Nahttechnik, zu deren Vorteilen eine verkürzte Operationszeit, eine Vermin-
derung des eingebrachten Fremdkörpermaterials und nicht zuletzt eine 
Kostenersparnis gehören. Bei dieser Technik scheint jedoch die korrekte Durch-
führung der Nahtanlage eine große Rolle zu spielen, um eine Gewebs-
ischämisierung zu vermeiden (Harder und Kull 1987; Jiborn et al. 1980; Zoedler 
et al. 1995).   
Als apparative Lösungsansätze werden Klammernahtapparate eingesetzt, die 
doppelte, parallel verlaufende und in sich versetzte Klammernahtreihen setzen. 
Zu den Vorteilen gehört sicherlich eine Verkürzung der Operationszeit, jedoch 
scheint sich die anfangs erhoffte Abnahme der Insuffizienz- und Letalitätsrate 
nicht zu bestätigen (Ballantyne et al. 1985).  
 
 
Patientenabhängige Ursachen der Anastomoseninsuffizienz 
Nicht zuletzt aufgrund der multifaktoriellen Ursachen einer Anastomosen-
leckage gestaltet sich ihre Vermeidung schwierig. Denn trotz einer Optimierung 
der chirurgisch-technischen Einflussfaktoren, insbesondere der Nahttechnik, ist 
die Insuffizienzrate nach wie vor zu hoch und liegt bei ca.10% (Alves et al. 
2002; Schmidt et al. 2003). So richtet sich das Augenmerk zusätzlich auf 
patientenabhängige Ursachen. Es konnten Hinweise gefunden werden, dass 
sowohl das männliche Geschlecht (Law et al. 2000; Rullier et al. 1998), als 
auch ein reduzierter Ernährungszustand und ein präoperativ vorliegender 
Proteinmangel Risikofaktoren darstellen (Golub et al. 1997; Mäkelä et al. 2003). 
Alkohol wurde von einigen Arbeitsgruppen als unabhängiger Risikofaktor 
diskutiert (Mäkelä et al. 2003; Sorensen et al. 1999), andere Untersuchungen 
beschreiben „Rauchen“ als negative Einflussgröße für den Kollagenmetabo-
lismus und verantwortlich für eine Verminderung der Gewebereißfestigkeit 
(Jensen et al. 1991; Jorgensen et al. 1998; Lahmann et al. 2001). Weiterhin 
werden verschiedene Medikamente, die den Kollagenstoffwechsel beeinflussen 
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können, für Wundheilungsstörungen verantwortlich gemacht (Golub et al. 1997; 
Polat et al. 2002; Valente et al. 2003; Linz W et al. 1995; Klinge et al. 2000). 
Eine nicht durchgeführte bakterielle Darmdekontamination hat dagegen keinen 
nachweisbaren negativen Einfluss auf die Anastomosenheilung (Van Geldere et 
al. 2002; Miettinen et al. 2000; Santos et al. 1994), wohingegen eine manifeste 
Peritonitis einen unabhängigen Risikofaktor für postoperative Nahtdehiszenzen 
darstellt (Alves et al. 2002; Golub et al. 1997).  
 
 
Fazit zum Stand der Technik 
Eine Reihe von positiven und negativen Einflussfaktoren für eine kompli-
kationsfreie Anastomosenheilung sind in den letzten Jahren identifiziert worden. 
Trotz aller Bemühungen liegen weiterhin unakzeptabel hohe Raten von ca. 10% 
für Darmanastomoseninsuffizienzen vor (Alves et al. 2002; Schmidt et al. 2003), 
die einen maßgeblichen Einfluss individueller Patienten-inhärenter Wundhei-
lungsstörungen nahelegen (Yeh et al. 2006).  
Neuere Untersuchungen zeigten, dass Patienten mit Anastomoseninsuffi-
zienzen ein signifikant erniedrigtes Kollagen-I-zu-III-Verhältnis aufweisen 
(Stumpf et al. 2002; Stumpf et al. 2005).  
Aus diesem Grund wird in der vorliegenden Arbeit die Hypothese aufgestellt, 
dass eine medikamentöse Intervention in den Kollagenmetabolismus mit 
Gentamicin das Kollagen Typ I zu Typ III Verhältnis zugunsten Kollagen Typ I 
verschieben und mit einer mechanisch stabileren Anastomosenheilung 
einhergehen kann.         
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1.4 Das Aminoglykosid Gentamicin: Von der Entdeckung als 
Antibiotikum hin zu einer die ECM-Zusammensetzung regulierenden 
Substanz 
 
Entdeckung der Aminoglykoside 
Seit der Entdeckung der Aminoglykoside als bakterizide Substanzen in den 
40er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden viele Vertreter entwickelt und 
erfolgreich in den klinischen Alltag eingeführt. Die Erfolgsgeschichte der 
Aminoglykoside begann 1943 mit der Isolierung von Streptomycin aus 
Streptomyces griseus durch Waksman et al (Weinstein et al. 1967). Es folgten 
weitere Substanzen, die aus verschiedenen Arten von Streptomyces gewonnen 
wurden (Neomycin, Kanamycin, Tobramycin). Ab 1963 wurden andere Vertreter 
aus Kulturen von Micromonospora extrahiert, allen voran das Gentamicin, 
welches aus Micromonospora purpurea gewonnen werden konnte. 
 
Aufbau und Wirkungsweise der Aminoglykoside 
Aminoglykoside bestehen in der Regel aus zwei Aminozuckern (Purpurosamin 
und Garosamin), die glykosidisch mit der zentralen Hexose 2-Desoxystreptamin 
verbunden sind. 
 
 
Abb. 3: Strukturformel Gentamicin  
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Die Aminoglykoside sind stark polare Kationen mit basischem Charakter, stabil 
in einem pH-Bereich zwischen 6 und 8 und werden über 95 % renal 
metabolisiert. Ihre intestinale Absorption ist gering, ihre Liquorgängigkeit 
aufgrund ihrer Polarität ebenfalls. 
Ihre bakterizide Wirkung entfalten sie sowohl in der Proliferationsphase, als 
auch in der Ruhephase der Bakterien, indem die Aminoglykoside durch die 
Zellwand transportiert werden und an die 30S-Untereinheit des bakteriellen 
Ribosoms binden. Es resultiert eine veränderte mRNA, so dass fehlerhafte 
Proteine entstehen. 
Aminoglykoside werden bei schweren gramnegativen Infektionen, insbesondere 
durch Pseudomonas aeruginosa, eingesetzt. Sie sind wirksam gegen die 
meisten gramnegativen aeroben Stäbchenbakterien und gegen die meisten 
grampositiven Bakterien außer einer Vielzahl von Staphylokokken und nicht 
gegen Anaerobier. 
 
Vor- und Nachteile der Aminoglykoside im Vergleich zu anderen 
antimikrobiellen Substanzen 
Die Vorteile der Aminoglykoside liegen in ihrer chemischen Stabilität, einem 
breiten antimikrobiellen Wirkungsspektrum vor allem im gramnegativen Bereich 
und einem schnellen Wirkungseintritt. Die klinischen Erfahrungen haben 
gezeigt, dass nur selten eine Überempfindlichkeitsreaktion auftritt.  
Die Nachteile liegen in ihrer Nephro- und Ototoxizität, der mangelnden Wirkung 
gegenüber Anaerobiern und der schlechten Liquorgängigkeit. Eine Inaktivierung 
von Aminoglykosiden erfolgt durch reversible Bindung an lysierte Granulozyten, 
bei niedrigen pH-Werten, in anaerober Umgebung, bei hohen Konzentrationen 
von Calcium- und Magnesium- Ionen und in Anwesenheit von Beta-Laktam-
Antibiotika. Weitere Nachteile sind die Variabilität der Pharmakokinetik, die vom 
Alter, der renalen Funktion und dem Körperverteilungsvolumen abhängt und 
eine geringe Korrelation zwischen verabreichter Dosis und erreichter Serum-
konzentration.  
Indikationen für den Einsatz von Aminoglykosid-Antibiotika sind Infektionen mit 
pathogenen Keimen, die resistent gegen andere, weniger toxische Antibiotika 
sind und nosokomiale Infektionen mit Gram-negativen Keimen.  
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Einsatzmöglichkeiten von Gentamicin 
Gentamicin ist ein weit verbreitetes Antibiotikum in der operativen Medizin 
(Gilbert und Felton 1993), in der Orthopädie wird Gentamicin in polymerischen 
Implantaten, v.a. als Zusatzstoff in Knochenzement, zur Behandlung und 
Prävention von Infektionen insbesondere bei Osteomyelitis eingesetzt (Hanssen 
und Spangehl 2004). Die lokale Freisetzung des Antibiotikums in dem infizierten 
Knochen oder Gewebe dient dazu, die systemischen Nebenwirkungen zu 
minimieren. Gerade Gentamicin ist durch sein breites mikrobielles Wirk-
spektrum, die exzellente Löslichkeit und Temperaturstabilität für diese 
klinischen Anwendungen gut geeignet (Wahlig und Dingeldein 1980).  
Schon 1975 zeigten Burton et al., dass einmalig intramuskulär appliziertes 
Gentamicin signifikant die Mortalität bei kolorektalen Eingriffen senken kann 
(Burton et al. 1975). 
Eine verbesserte Wundheilung durch Einsatz eines Gentamicin-Kollagen-
Vlieses demonstrierte Holzer bei Sinus pilonidalis Patienten (Holzer et al. 2003) 
und beschrieben Gomez et al. bei Patienten mit stark kontaminierten 
abdominellen Wunden (Gomez et al. 1999). 
Die Eigenschaft der Aminoglykoside, durch ihr Eingreifen in den Trans-
lationsprozess die Genauigkeitsrate des „Ablesens“ zu verringern (Gorini und 
Kataja 1964), indem sie den ribosomalen Mechanismus hemmen, einen Mis-
match zu entfernen, veranlasste die Arbeitsgruppe um Wilschanski dazu, 2003 
eine Plazebo-kontrollierte Doppelblindstudie an Patienten mit Zystischer 
Fibrose vorzunehmen. Es zeigte sich, dass bei bestimmten Mutationen im 
CFTR-Gen, die einen verfrühten Abbruch der Translation durch fehlerhaft ein-
gebaute Stopp-Codons (UAA, UAG, UGA) verursachen, intranasal verab-
reichtes Gentamicin dazu führte, dass das CFTR-Protein wieder regelhaft 
exprimiert wird (Wilschanski et al. 2003). 
Ähnliche Ergebnisse erzielten Clancy et al. schon 2001. Es konnte gezeigt 
werden, dass systemisch verabreichtes Gentamicin bei entsprechenden CF-
Patienten eine Expression des CFTR-Proteins ermöglichte und dass ex vivo 
Untersuchungen an Nasenepithelien eines entsprechenden CF-Patienten eben-
falls zu einer Zunahme des CFTR-Proteins an der Oberfläche der Zellen führte 
(Clancy et al. 2001). 
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Barton-Davis et al. zeigten, dass eine systemische Gentamicin-Gabe bei 
Dystrophin-Gen-mutierten mdx-Mäusen zu einer regelrechten Dystrophin-
Protein Produktion führt (Barton-Davis et al. 1999). 
Changez et al. beschrieben 2004, dass das Vorhandensein von Gentamicin-
Sulfat in Hydrogelen ihre Abbaurate in vitro und in vivo signifikant vermindert 
(Changez et al. 2004). 
Junge et al. nutzten 2005 ein neu entwickeltes, mit Gentamicin oberflächen-
modifiziertes PVDF-Netz, welches einen antibiotischen Effekt aufwies und das 
Wachstum von Staph. aureus, Staph. epidermidis und E. coli inhibierte. 
Weiterhin waren die Netze biokompatibel und mit wenig Zytotoxizität (Junge et 
al. 2005). 
Spätere Versuche zeigten, dass das Typ I/III Kollagen Verhältnis bei 
Verwendung von Gentamicin-behandelten PVDF-Netzen anstieg (Junge et al. 
2007).  
 
 
1.5 Phasen der Wundheilung und des Wundheilungsprozesses anhand 
charakteristischer Markerproteine 
 
Typ I / Typ III Kollagen – und Kollagen/Protein – Verhältnisse 
Wie oben schon beschrieben scheint das sich ändernde Verhältnis zwischen 
den beiden Kollagentypen I und III erheblichen Einfluss auf die Stabilität der 
Wunde zu haben. Martens et al. wiesen eine zunehmende Produktion von 
Kollagen 12 Stunden nach der Operation nach ohne jedoch für Kollagen I oder 
III zu differenzieren (Martens et al. 1991). 
Aus diesem Grunde erscheint es sinnvoll, zum einen den Quotienten zu 
bestimmen, z.B. mittels einer Sirius Red Färbung und zum anderen den 
Gesamtgehalt an Kollagen bezogen auf die Proteinmenge zu ermitteln (Fast 
Green Färbung).  
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Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) 
Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Gruppe von zinkabhängigen 
Endopeptidasen, die sowohl bei Wachstums-, Entwicklungs-, Migrations-, 
Adhäsions-, Differenzierungs- und Wundheilungsprozessen, als auch bei 
Angiogenese, Apoptose und pathologischen Vorgängen wie Krebs oder Arthritis 
eine Rolle spielen. Ihr Einfluss liegt in der präzisen Spaltung von unlöslichen 
ECM-Molekülen und ECM-assoziierten Molekülen. Durch Freisetzung oder 
Spaltung modulieren sie die Aktivität von bioaktiven Fragmenten, Wachstums-
faktoren, Zytokinen, Chemokinen und Zelloberflächen-Rezeptoren und 
bewirken somit eine Veränderung der Architektur der ECM. Die Mehrzahl der 
MMPs wird im Extrazellularraum sezerniert, allerdings gibt es einzelne 
Vertreter, die sich ebenso in Zellen finden und demzufolge Einfluss auf 
intrazelluläre Proteine nehmen können (Kähäri und Saarialho-Kere 1999; 
Nagase und Woessner 1999). 
Bis heute sind 23 MMPs bekannt, die mit z.T. unterschiedlicher Substrat-
spezifität in intestinale Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, 
Membran-Typ-MMPs und restliche MMPs eingeteilt werden (Clark et al. 2008). 
Die allgemeine Struktur der MMPs zeigt eine „Cystein-switch“ – Domäne, deren 
Sulfhydrylgruppe mit dem Zinkion im katalytischen Zentrum wechselwirkt, eine 
„hinge“ – Region und eine oder mehrere C-terminale Hämopexin – Domänen, 
die eine propellerartige Struktur ausbilden und damit beispielsweise die 
Triplehelixstruktur des fibrillären Kollagens spalten können und ansonsten für 
die Substratbindung verantwortlich sind.  
Ihre proteolytische Aktivität wird auf den Stufen der Transkription, der 
Proenzym-Aktivierung und der endogenen Inhibierung reguliert. In normalen 
adulten Geweben ist ihre Expression gering, so dass ihre Aktivität kaum 
bestimmbar ist. Bei Änderungen des Systems, wie beispielsweise bei der 
Wundheilung, bei Reparatur- und Remodelling-Prozessen oder in kranken 
Geweben und besonders bei verschiedenen Wachstumsvorgängen ist ihre 
Aktivität gesteigert. Dies kann durch mehrere Mechanismen initiiert werden, zu 
nennen sind Zytokine und Wachstumsfaktoren wie TGF-β. Des Weiteren kann 
die Expression auch durch physikalischen Stress und Veränderungen in der 
Zellstruktur reguliert werden (Ravanti und Kähäri 2000). 
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In der vorliegenden Arbeit werden die beiden Gelatinasen A (MMP-2) und B 
(MMP-9) untersucht, so dass auf die speziellen Eigenschaften dieser MMPs 
kurz eingegangen wird. Okada et al. beschrieben, dass beide Gelatinasen von 
Fibroblasten des Granulationsgewebes im Rattenmodell exprimiert werden 
(Okada et al. 1997).  
 
MMP-2 (Gelatinase A) ist eine 72 kDa große Typ-IV-Kollagenase, die erstmalig 
1979 von Liotta et al. beschrieben wurde. Es wird wie alle anderen MMPs auch 
als Proenzym (Progelatinase A) sezerniert. Die Aktivität wird in der extra-
zellulären Umgebung durch verschiedene endogene Aktivatoren, insbesondere 
den tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) gesteuert, wobei Progela-
tinase A selektiv an TIMP-2 und TIMP-3 bindet und dadurch die proteolytische 
Aktivität von MMP-2 inhibiert wird. MMP-2 wird von vielen Zellen sezerniert und 
nimmt somit eine Sonderstellung ein, da es ubiquitär im Gewebe verteilt ist. 
MMP-2 baut Kollagen Typ I, III, IV, V, VII, X und XI ab, weiterhin Gelatin, 
Fibronektin, Laminin und Elastin, um nur einige zu nennen. Gelatinase A spielt 
eine Rolle bei verschiedenen Prozessen wie der T-Zell Migration, der 
Thrombozytenaktivierung und wurde bei Patienten mit entzündlichen Darmer-
krankungen in erhöhtem Maße gefunden (von Lampe et al. 2000). 
 
MMP-9 (Gelatinase B) ist eine ca. 92 kDa große Typ-IV-Kollagenase. 
Verschiedene Entzündungszellen wie Neutrophile, Lymphozyten, Mastzellen, 
Eosinophile und Makrophagen sezernieren MMP-9 (Pearce and Shively 2006). 
Eine Überexpression wird sowohl an Wundrändern abheilender (Cornelius et al. 
1995; Salo et al. 1994) wie chronischer Wunden beobachtet (Baragwanath et 
al. 1996) als auch bei Magen- (David et al. 1994) und bei kolorektalen 
Karzinomzellen (Hewitt et al.1991). Auch bei interstitiellen Lungenerkrankungen 
lassen sich große Mengen an MMP-2 und MMP-9 nachweisen, die an Umbau-
vorgängen beteiligt sind (Pardo et al). Bei der Tumorangiogenese gelten diese 
beiden MMPs als kritische Enzyme zur Überwindung der Basalmembran von 
Gefäßen und Tumormetastasierung. 
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Das Kälteschockprotein Y-box (YB) Protein – 1 
Das Y-box binding Protein-1 (YB-1) gehört zur Familie der humanen 
Kälteschockproteine und reguliert das Wachstumsverhalten von Zellen unter-
schiedlicher Herkunft. Es bindet sowohl an doppel- als auch einzelsträngige 
DNA und an mRNA, was in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte 
(Kolluri et al. 1992, Wolffe et al. 1992, Murray et al. 1992, Tafuri et al. 1993, 
Mertens et al. 1997, En-Nia et al. 2005). YB-1 befindet sich hauptsächlich im 
Zytoplasma und transloziert aufgrund von Zellstress (z.B. durch Hypoxie, 
Hyperthermie, Zytostatika, UV-Strahlung) in den Zellkern, um die Zelle vor 
zytotoxischen Effekten zu schützen. Dabei agiert es als spezifischer Regulator 
bei Transkriptions- und Translationsprozessen (Ohga et al. 1996, Koike et al. 
1997, Swamynathan et al. 1998, Mertens et al. 1998). YB-1 ist sowohl in der 
Lage reprimierende Effekte bei der Translation zu vermitteln (Coles et al. 1996, 
Diamond et al. 2001) als auch die Bindung anderer Transkriptionsfaktoren wie 
AP-2 zu erleichtern und somit aktivierend bei der Translation einzugreifen 
(Mertens at al. 1998). Weiterhin kann YB-1 die DNA – Reparation mittels einer 
Aktivitätssteigerung der humanen Endoprotease unterstützen (Marenstein et al. 
2001). Zahlreiche Untersuchungen belegen darüber hinaus verschiedenste 
Interaktionen mit mRNA, was zur Stimulation als auch zur Hemmung der 
mRNA-Translation führen kann (Matsumoto et al. 1998, Evdokimova et al. 
1998, Davydova et al. 1997, Jiang et al. 1997). 
 
 
Der Proliferationsmarker Ki-67 
Gerdes et al. beschrieben das Antigen Ki-67 1983 erstmalig als nukleären 
Proliferationsmarker (Gerdes et al. 1983). Während des Zellzyklus wird dieses 
Antigen in der G1-, in der S-, in der G2- und in der M-Phase exprimiert. 
Ruhende Zellen exprimieren das Ki-67-Antigen nicht.  
Die Bestimmung Ki-67 positiver Zellen wird bei malignen Prozessen eingesetzt, 
um die Geschwindigkeit des Wachstumsverhaltens transformierter Zellen abzu-
schätzen (Tumor Grading). 
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Das profibrogene Zytokin TGF-β 
Transforming Growth Factor – beta (TGF-β) wird als Vorstufe (pro-TGF-β) im 
Zytoplasma von Ribosomen translatiert, bevor es aktiv über den Golgi-Apparat 
freigesetzt wird. Extrazellulär kann es in aktiver Form seine Wirkung entfalten 
(Madisen et al. 1990). Zurzeit sind 5 verschiedene Isoformen bekannt. Zwar 
wird TGF-β nahezu von allen Zellen sezerniert, doch sind bei der Wundheilung 
gerade Fibroblasten, Thrombozyten und Monozyten von Bedeutung. In der 
exsudativen Phase wird die Chemotaxis der Monozyten angestoßen, in der 
Proliferationsphase wird die Produktion von ECM, die Angiogenese und die 
Epithelialisierung stimuliert und schließlich sorgt TGF-β für eine Formation der 
Myofibroblasten, um eine Wundkontraktion in der Differenzierungsphase zu 
erreichen. TGF-β aktiviert in Fibroblasten die Chemotaxis, Proliferation und die 
ECM-Produktion sowie die eigene Synthese. Monozyten werden unter TGF-
β angeregt, in die Wunde zu migrieren, Proteasen werden inhibiert und 
Protease-Inhibitoren und TGF-β werden produziert (Faler et al. 2006).  
Der fördernde Einfluss von TGF-β auf die Synthese von Kollagen und 
Fibronektin in Krankheiten, die mit einer Fibrose einhergehen (wie 
Glomerulonephritis, Sklerodermie, Zirrhose oder Lungenfibrose), konnte in 
zahlreichen Untersuchungen belegt werden (Roberts et al. 2001; Flanders 
2004; Schultze-Mosgau et al. 2004; Dhainaut et al. 2003). 
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2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
 
Die Darmanastomosierung stellt eine besonders wichtige Aufgabe für die 
Chirurgie dar, da eine insuffiziente Wundheilung mit Leckage oft einen 
deletären Ausgang durch Peritonitiden sowie Septikämie zur Folge hat. Unter 
Berücksichtigung der Erkenntnisse zur Wundheilung ist die Ausbildung einer 
möglichst stabilen Narbe bei der Darmanastomosierung wünschenswert. In der 
vorliegenden Arbeit wird der Einfluss einer medikamentösen Behandlung auf 
den Wundheilungsverlauf in einem Tiermodell untersucht. Zeitgleich zu einer 
Anastomosen-OP wird intraperitoneal Gentamicin appliziert, von dem seit 
kurzem bekannt ist, dass es die Translationsrate von verschiedenen messenger 
RNA differentiell beeinflusst, und speziell das Verhältnis von Kollagen Typ I und 
Typ III anheben kann.  
Als Parameter werden die semiquantitative Zusammensetzung der Extra-
zellulärmatrix sowie zentraler regulierender Faktoren am Gewebe immun-
histochemisch analysiert. Im Einzelnen umfassen diese die semiquantitative 
Bestimmung von Typ I und III Kollagen (Sirius Red Färbung), dem 
Kollagen/Protein – Verhältnis (Fast Green Färbung), den Matrix-degradierenden 
Enzymen Matrix-Metalloproteinase (MMP)-2 und -9, dem Proliferationsmarker 
Ki67, dem profibrogenen Zytokin TGF-β sowie dem in der Koordination der 
„Matrix“-Genregulation bedeutsamen Transkriptionsfaktor Y-box (YB) Protein-1.  
Um die Güte der Narbenbildung zu beurteilen, erfolgte eine Bestimmung der 
Parameter an den Tagen 3, 5 und 14 in zwei Gruppen (Gruppe 1: Sprague-
Dawley-Ratten mit Kolonanastomose und intraperitonealer NaCl-Applikation, 
Gruppe 2 (Interventionsgruppe): Sprague-Dawley-Ratten mit Kolonanastomose 
und intraperitonealer Gentamicin-Applikation, n=30/Gruppe). 
Zusätzlich wurden Berstungsversuche im Bereich der Anastomose durchge-
führt, um Aussagen über deren mechanische Reißfestigkeit zu erhalten. 
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3 Methoden 
 
 
 
3.1 Tierversuche 
 
Die Experimente wurden offiziell vom Ethikkomitee der Russischen 
Medizinischen Universität in Moskau genehmigt. Alle Tiere wurden in 
Übereinstimmung mit den Anforderungen des deutschen Tierschutzgesetztes 
§8, Abs.1 und in Übereinstimmung mit dem „Anleitung für die Haltung und 
Nutzung von Labortieren“, veröffentlicht vom nationalen Gesundsheitsinstitut 
(NIH), gehalten. Alle Operationen wurden unter Narkose und unter aseptischen 
und sterilen chirurgischen Bedingungen durchgeführt.  
60 erwachsene männliche Sprague-Dawley Ratten (250-300g) wurden unter 
Standardbedingungen gehalten, wobei Licht, Luftfeuchtigkeit (50 – 60%), 
Temperatur (22 bis 24°C) und ein 12-stündiger Tag/Nacht-Rhythmus kontrolliert 
wurden. Die Tiere hatten während des gesamten Studienzeitraums freien 
Zugang zu Standardrattenfutter und Leitungswasser. 12 Stunden vor und 12 
Stunden nach der Operation blieben die Tiere nüchtern.  
 
Sie wurden auf die folgenden beiden Gruppen verteilt: 
Gruppe 1 : 30 Ratten mit Kolonanastomose und intraperitonealer NaCl-
Applikation 
Gruppe 2 : 30 Ratten mit Kolonanastomose und intraperitonealer Gentamicin-
Applikation (1mg/kg KG) 
 
In jeder Gruppe wurden jeweils 10 Tiere nach 3, 5 und 14 Tagen getötet. Die 
Hälfte dieser Tiere wurde für die Durchführung mechanischer Stabilitätstests im 
Anastomosenbereich eingesetzt, so dass pro Untersuchungstag Proben von 5 
Tieren vorhanden waren. Als Kontrolle diente jeweils Gewebe aus einem 
gesunden Kolonabschnitt, welches den Tieren nach der Tötung zusätzlich zu 
den Gewebeproben aus dem Bereich der Kolonanastomose entnommen wurde, 
so dass von jedem Tier zwei Proben pro Parameter zur weiteren histologischen 
Aufarbeitung zur Verfügung standen (Anastomose bzw. Anastomosen-fern). 
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3.2 Operationstechnik und -vorgehen 
 
Die Operationen und Messung des Berstdrucks der Anastomosen wurden am 
Joint Institute for Surgical Research of the Russian State Medical University, 
Moskau, Russland, durchgeführt. Nach Narkoseeinleitung mittels Isofluran 
erfolgte eine Vollnarkose mit einer subkutan verabreichten Mischung aus 
Medetomidin (0,3 ml/kg KG) und Ketaminhydrochlorid (10%, 100 ml/kg KG). 
Die Tiere wurden gewogen, rasiert und mit Povidon-Iodid-Lösung desinfiziert. 
Distal des Xiphoids wurde die Laparotomie mittels einer ca. 4 cm langen 
Mittellinieninzision durchgeführt, um im Anschluss die Präparation des Kolon 
transversum durchzuführen. Durch einen zirkumferenten Schnitt wurde eine 
Darmläsion 10 cm distal des Zäkums gesetzt, die ohne Resektion oder weitere 
Skelettierung mit fortlaufender Einzelnaht (6/0 Polyglactin) End-zu-End 
anastomosiert wurde. 
Vor dem abdominellen Verschluss wurden 5 ml einer Gentamicin – Lösung mit 
einem Gehalt von 1 mg/kg KG Gentamicinsulfat (Refobacin®, Merck, 
Deutschland) intraperitoneal in der Gentamicin – Gruppe appliziert, während 
der Kontroll – Gruppe 5 ml NaCl (0,9%) verabreicht wurde. 
Das Peritoneum und die Haut wurden separat mit einer fortlaufenden Vicrylnaht 
4/0 verschlossen. 
Zusätzliche Antibiotikagaben wurden weder vor noch während der Experimente 
verabreicht. Während der Beobachtungsphase wurden die Tiere täglich klinisch 
untersucht, um lokale und systemische Komplikationen zu erkennen 
(Insuffizienzrate, Gewichtsunterschied vor der Operation verglichen mit dem 
Tag der Tötung). 3, 5 und 14 Tage nach der Operation wurde jeweils 10 Tieren 
der beiden Gruppen intraperitoneal Pimonidazolhydrochlorid injiziert und die 
Tiere wurden innerhalb von 3 h mit einer Überdosis an Isofluran getötet. Bei 
jedem Tier wurden der Anastomosenbereich und ein anastomosenfernes 
Kolonstück explantiert.  
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3.3 Anastomosen – Berstungsdruck – Bestimmung 
 
Die Berstungsversuche wurden mit 5 cm langen Segmenten des Kolon 
transversum durchgeführt, die den Anastomosenbereich enthielten. Beide 
Enden der resezierten Darmproben wuden mit einer Polyglactinnaht ligiert 
(Vicryl 3/0). Ein Venenkatheter wurde an einem Ende eingesetzt und mit einer 
normalen Salzlösung verbunden. Mittels eines Dreiwegehahns wurden die 
intraluminalen Drücke bei einer Frequenz von 10 Hz bestimmt. Wir 
verwendeten einen Druckaufnehmer (Isottec Druckaufnehmer, Hugo Sachs 
Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland), eine analoge und digitale 1/0 
Hochgeschwindigkeitsplatte (DAS 1202, MetraByte Cororation, Taunton, 
Massachussetts, USA) und einen PC. Die gewonnenen ASCI Daten wurden in 
Microsoft Excel 2003 für Windos XP konvertiert. Die Messungen wurden so 
lange durchgeführt, bis ein Zerreißen gesehen wurde. Die erhaltenen 
Maximalwerte wurden als Anastomosen – Berstungsdrücke definiert. 
 
 
3.4 Histologische Untersuchung 
 
Nach der Tötung wurden zeitgleich Gewebe aus dem Bereich der 
Kolonanastomose und einem gesunden Darmabschnitt explantiert. Die 
Gewebeproben von jeweils fünf Tieren jeder Gruppe wurden für mechanische 
Festigkeitstests und die verbleibenden fünf Proben für histologische Analysen 
verwendet. Die Gewebeproben wurden in 10%igem Formaldehyd fixiert und 
anschließend in Paraffin eingebettet. Die Auswertung der Proben erfolgte 
histologisch bezüglich des Kollagen I/III-Quotienten (Sirius Red Färbung), 
photometrisch bezüglich des Kollagen/Protein Verhältnisses (Fast Green 
Färbung) und immunhistochemisch bezüglich der Expression von Ki67, TGF-β, 
Y-box (YB) Protein-1 und der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und -9. 
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3.4.1 Bestimmung des Kollagen I/III-Quotienten mittels Kreuzpolari-
sationsmikroskopie 
 
Herstellen von Sirius Red: 
- 0,1g Sirius Red (Polysciences Inc. Cat. Nr. 09400) in 100ml 
wässriger, kalter, gesättigter Pikrinsäurelösung lösen 
- pH-Wert mit 2N Natronlauge auf 2 einstellen (Merck Cat. Nr. 109136) 
Herstellen von 0.01N Salzsäurelösung: 
- 1ml 1N Salzsäurelösung (Merck Cat. Nr. 109057) in 99ml Aqua dest. 
geben 
 
Zunächst wurden von den in Paraffin eingebetteten Präparaten auf einem 
Schlittenmikrotom (Jung, Heidelberg) 5 µm dicke Schnitte hergestellt. Die 
Schnitte wurden 40min bei 60°C im Brutschrank entparaffinisiert. Danach 
wurden alle Schnitte für 10min in Xylol eingestellt, mit Alkohol in absteigender 
Konzentration rehydriert (in 100%, 96% und 70%igem Alkohol) und 
anschließend in einer Küvette fließend gewässert. Im Anschluss erfolgte die 
Färbung der Schnitte in Sirius Red Färbelösung für eine Stunde. Anschließend 
wurden sie für 2min in 0.01N Salzsäurelösung eingestellt und kurz in einer 
Küvette mit Wasser gespült. Abschließend wurden die Schnitte durch eine 
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96% und 100%igem Alkohol) gezogen, in Xylol 
eingestellt und mit einem Deckglas versehen. 
 
Die Ermittlung des Kollagen Typ I/III Quotienten erfolgte in einer modifizierten 
Methode nach Junqueira (Junqueira et al. 1978 und 1979). Dabei werden zwei 
Polarisationsfilter (Polarisator und Analysator) am Mikroskop angebracht. Der 
Polarisator lässt nur eine Schwingungsrichtung des Lichtes hindurch. Durch 
Kreuzpolarisation (Analysator 90° zum Polarisator gedreht) wird außer den 
durch die Farbmoleküle gedrehten Lichtwellen kein Licht mehr hindurch 
gelassen. Dadurch ergibt sich die Möglichkeit, Kollagen „selektiv“ darzustellen 
und Typ I und III voneinander zu unterscheiden. Kollagen Typ I zeigt eine rot-
orange Färbung, während Kollagen Typ III blass – hellgrün erscheint (Junqueira 
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et al. 1978). Durch die Färbung mit Sirius Red in Pikrinsäurelösung wird eine 
Verstärkung der Anisotropie des Kollagens erreicht. Sirius Red reagiert unter 
dieser Inkubation mit basischen Gruppen des Kollagens und die langen 
Farbstoffmoleküle orientieren sich parallel zu den Kollagenmolekülen 
(Junqueira et al. 1979). 
 
 
3.4.2 Bestimmung des Kollagen/Protein Verhältnisses 
 
10µm dicke Gewebeschnitte wurden von allen in Paraffin eingebetteten 
Gewebeproben hergestellt und in Teströhrchen plaziert. Nach einer 
Entparaffinisierung wurden die Schnitte in Anlehnung an de Lopez et al. mit 
Sirius Red und Fast Green (Polysciences, Warrington, PA, USA) gefärbt (de 
Lopez et al. 1985). Die Proben wurden mehrmals mit destilliertem Wasser 
gewaschen bis der Überstand farblos war. Hinterher wurde die Färbung durch 
Inkubation mit 0,1 N NaOH in reinem Methanol ausgewaschen. Diese Lösung 
wurde unmittelbar in einem spektralen Photometer bei den entsprechenden 
Wellenlängen der maximalen Absorption von Sirius Red (535nm) und Fast 
Green (605nm) vermessen. Die Ergebnisse werden als Verhältnis von Kollagen 
(µg) zu nicht-kollagenem Protein (mg) ausgedrückt, um die Unterschiede des 
Gewichtes der Schnitte auszugleichen und wurden jeweils an 5 Proben 
durchgeführt.  
 
 
3.4.3 Immunhistochemische Aufarbeitung 
 
Bei den durchgeführten immunhistologischen Färbungen kamen käuflich 
erworbene Antikörper unterschiedlicher Firmen zum Einsatz. Das in 4% 
gepuffertem Formalin fixierte Gewebe wurde zunächst zurechtgeschnitten, im 
Gewebeentwässerungsautomat (V.I.P.E 150, Firma Vogel, Gießen) entwässert 
und nachfolgend in Paraffin eingebettet (Histoembedder, Firma Jung, 
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Heidelberg). Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms (Firma Jung, Heidelberg) 
erfolgte die Herstellung von etwa 3µm dicken Schnitten. Diese wurden 
anschließend bei 37°C im Brutschrank über Nacht entparaffinisiert. Danach 
erfolgten die unterschiedlichen immunhistologischen Färbungen. Nach einer 
Inkubation von 30min mit einem in 2%igem Milchpulver verdünnten 
Normalserum wurde der jeweilige Primärantikörper hinzu pipettiert. Über Nacht 
wurden die Schnitte mit dem Primärantikörper bei 4°C im Kühlschrank inkubiert. 
Am nächsten Tag wurden die Proben auf Raumtemperatur gebracht, mit PBS 
gespült und dann mit dem Sekundärantikörper versehen. Nach 30-minütiger 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei erneuter Spülung der ABC-Komplex 
(Lösung A und B von Firma Vector, CA, USA) hinzugefügt.  
Auch der ABC-Komplex wurde eine halbe Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach einer weiteren Spülung mit PBS erfolgte die Zugabe von 
aktiviertem DAB (3,3 Diaminobenzidine tablets, Firma Sigma, Steinheim) für 
5min. Ein mehrfaches Waschen mit Wasser entfernte die Reste der Lösung. 
Abschließend wurden die Schnitte nun noch für 18s zur Gegenfärbung in 
Hämalaunlösung (Firma Merck, Darmstadt) eingestellt, erneut gespült und 
durch eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen.  
Das Prinzip, nach dem gearbeitet wurde, wird als Avidin-Biotin Methode 
bezeichnet. Zunächst wird ein Primärantikörper verwendet, der jeweils gegen 
das zu detektierende Antigen gerichtet ist. Anschließend dient ein biotinylierter 
Sekundärantikörper dazu, die gebundenen Primärantikörper zu markieren. 
Danach erfolgt die Zugabe des Avidin-Biotin Enzymkomplexes, welches mit 
dem biotinylierten Sekundärantikörper reagiert. Als Substrat zur 
Farbentwicklung dient DAB. 
 
MMP-2 
Bei der MMP-2-Färbung (Firma Biomol, Hamburg) wurde der polyklonale 
Kaninchen Antikörper 1:1000 verdünnt. Vorbehandlung der Präparate in der 
Mikrowelle mit Citratpuffer pH 6 bei 600 Watt für 5min. Der biotinylierte Ziege-
Anti-Kaninchen-Sekundärantikörper (Firma Dako, Dänemark) wurde in einer 
Verdünnung von 1:500 verwendet.  
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TGF-ß 
TGF-ß (Firma Santa Cruz, CA, USA) ist ein polyklonaler Kaninchen-Antikörper. 
Der Primärantikörper wurde in einer Verdünnung 1:50 verwendet. Als 
Sekundärantikörper diente ein biotinylierter Ziegen-Anti-Kaninchen Antikörper 
(Firma Dako), der in einer Verdünnung von 1:500 verwendet wurde.  
 
YB-1 
Bei der YB-1 (Lot 2, Prof. Mertens, Magdeburg)- Färbung wurde ein 
monoklonaler mariner Antikörper 1:10 verdünnt. Vorbehandlung der Präparate 
in der Mikrowelle mit Citratpuffer pH 6 bei 600 Watt für 3x5 Minuten. Der 
biotinylierte Kaninchen-Anti Maus Sekundärantikörper (Firma Dako, Dänemark) 
wurde in einer Verdünnung von 1:300 verwendet.  
 
Ki-67 (MIB 5) 
Der Antikörper gegen Ki-67 (Firma Dako, Dänemark) ist ein monoklonaler 
Maus-Antikörper. Bei der Färbung des Ki-67 Antikörpers wurde mit einem 
Verdünnungsfaktor von 1:10 gearbeitet. Als Sekundärantikörper diente ein 
biotinylierter Kaninchen-Anti Maus Antikörper (Firma Dako, Dänemark), der mit 
einer Verdünnung von 1:300 verwendet wurde.  
 
MMP-9 
Bei der MMP-9-Färbung (Firma Biomol, Hamburg) wurde der polyklonale 
Kaninchen Antikörper 1:1000 verdünnt. Eine Vorbehandlung der Präparate 
erfolgte in der Mikrowelle in Citratpuffer [pH 6] bei 600 Watt für 5min. Der 
biotinylierte Ziegen-Anti-Kaninchen-Sekundärantikörper (Firma Dako, 
Dänemark) wurde in einer Verdünnung von 1:500 verwendet.  
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3.5 Mikroskopische Auswertung 
 
Zur Auswertung der Präparate wurde ein digitales Bildaufnahme- und Analyse-
verfahren verwendet. 
 
Die digitalen Bildaufnahmen mittels einer Olympus Kamera (Olympus C-3030, 
Hamburg, Deutschland) über ein Olympus BX41 Lichtmikroskop (Olympus) in 
400-facher Vergrößerung wurden im PC-Programm Olympus DP-Soft 3.0 
verarbeitet. Bei der Bestimmung des Kollagen I/III Quotienten wurde jedes 
Präparat durch einen zwischen Kamera und Objektträger plazierten Polari-
sationsfilter (U-POT, Olympus, Hamburg, Deutschland) fotografiert. Mittels 
dieses Polarisationsfilters lassen sich die dickeren Typ I Kollagenfasern rot-
orange und die dünneren Typ III Kollagenfasern grün darstellen. 
Pro gefärbtem Präparat wurden 3 Bilder von verschiedenen Präparataus-
schnitten jeweils aus dem Bereich der Mukosa und der Submukosa im ent-
sprechenden Zielgebiet (Anastomosenbereich und Kolon) angefertigt. Jedes 
Bild wurde in 400facher Vergrößerung angefertigt und mittels der Software 
Olympus DP-Soft archiviert (Soft Imaging System GmbH, Münster, Deutsch-
land) und unter Zuhilfenahme der Software ImageProPlus Version 3.0 ausge-
wertet. Getrennt analysiert wurden die beiden Schichten, Mukosa und 
Submukosa, die beiden Bereiche Anastomose und anastomosenfernes Kolon 
und die 3 Zeitpunkte 3, 5 und 14 postoperative Tage. Für die verschiedenen 
Parameter wurden die Darmresektate wie oben beschrieben angefärbt, so dass 
die Expressionen mittels eines immunreaktiven Scores (IRS) modifiziert nach 
Remmele und Stegner erfasst werden konnten (Remmele und Stegner 1987).  
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Tabelle 1: Immunreaktiver Score, modifiziert nach Remmele und Stegner.  
Remmele Score 
Färbeintensität 
1 = keine Färbereaktion 
2 = schwache Färbereaktion 
3 = mäßige Färbereaktion 
4 = starke Färbereaktion * 
Anzahl der positiv gefärbten Zellen
1 = keine positiven Zellen 
2 = < 10 % positive Zellen 
3 = 10 – 50 % positive Zellen 
4 = 51 – 80 % positive Zellen 
5 = > 80 % positive Zellen * 
* modifiziert nach Remmele und Stegner 
 
Durch Multiplikation der beiden Werte „Färbeintensität“ und „Anzahl der positiv 
gefärbten Zellen“ errechnet sich ein Gesamtscore zwischen 1 und 20 nach 
Remmele. 
Pro Präparat wurden jeweils 3 Bereiche aus unterschiedlichen Regionen 
fotografiert, ausgezählt und der jeweilige Mittelwert des Scores berechnet. 
 
Die Bestimmung des Verhältnisses von Typ I Kollagen zu Typ III Kollagen in der 
Kolonwand erfolgte durch Auswertung der unterschiedlich gefärbten Areale, 
indem die jeweils charakteristisch gefärbte Fläche berechnet wurde. Dabei 
wurde jeweils das gesamte Bild analysiert. Es wurden also pro gefärbtem 
Präparat 3 Bilder mittels einer digitalen Bild–Analyse–Software ausgewertet 
(Image-Pro Plus 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Die 
Resultate werden als Kollagen I/III Quotient (Kollagenratio) angegeben. 
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3.6 Statistische Auswertung 
Die Daten wurden in Excel (Microsoft Office XP Professional, Microsoft 
Corporation, Redmond, Washington, USA) gespeichert und zur weiteren 
statistischen Auswertung in das Statistikprogramm Statistical Package for 
Social Sciences (SPSS) Version 14.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) 
übertragen. 
Aufgrund der geringen Fallzahl und somit nicht gegebenen Voraussetzungen 
für die Annahme einer Normalverteilung bei den ordinal skalieten Score-Werten 
wurde jeweils der Median dargestellt. Um 2 Mediane miteinander zu 
vergleichen, wurde der U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon angewendet, 
ein p-Wert < 0,1 wurde als signifikant angenommen. 
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4 Ergebnisse 
 
Am Tag nach der chirurgischen Intervention gingen alle Tiere normalen Aktivi-
täten nach. Kein Tier starb während der postoperativen Periode. Keine der 
Ratten zeigte klinisch Hinweise einer Anastomoseninsuffizienz, eines peri-
anastomotischen Abszesses oder einer Peritonitis. Weder verschiedene 
postoperative Komplikationen noch klinische Beweise von Wundheilungs-
störungen traten während des beobachteten Zeitraums auf. 
In der Auswertung liegt der Schwerpunkt auf dem Vergleich zwischen der 
Kontrollgruppe (Tiere, die intraoperativ NaCl appliziert bekamen) und der 
Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ Gentamicin appliziert bekamen). Von 
Relevanz ist hierbei ein möglicher Unterschied zwischen dem Anasto-
mosenbereich und dem Anastomosen-fernen Bereich. Potenzielle Unterschiede 
bei der Untersuchung der verschiedenen Parameter (Kollagen/Protein-
Verhältnis, Typ I/III Kollagen Verhältnis, MMP-2, MMP-9, YB1, KI67, TGF-beta) 
werden an den verschiedenen Zeitpunkten (3, 5 und 14 Tage postoperativ) und 
in den Bereichen Mukosa und Submukosa erläutert. 
 
Anastomosen-Berstungsdrücke 
Der Berstungsdruck nahm zwischen dem 3. und 5. postoperativen Tag sowohl 
in der Gentamicingruppe (p = 0.009) als auch in der Kontrollgruppe (p = 0.027) 
zu. Bis zum 3. postoperativen Tag hatte das intraperitoneal verabreichte 
Gentamicin keinen signifikanten Effekt auf den Berstungsdruck im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (p = 0,530), während dieser in der Gruppe mit Gentamicin am 5. 
postoperativen Tag signifikant anstieg (p = 0,009) (s. Abb. 1). Auffallend war, 
dass die Berstung am 3. postoperativen Tag in der Kontrollgruppe häufiger 
innerhalb des Anastomosenbereiches auftrat als in der Gentamicingruppe. 
Am 5. postoperativen Tag lagen die Bruchstellen bei allen Proben bereits 
außerhalb des Anastomosenbereiches, so dass auf eine Auswertung des 14. 
postoperativen Tages verzichtet wurde.  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 33 
 
 
 
 
Abb. 4: Berstungsdrücke der Anastomosen der Gentamicingruppe.  
* signifikanter Anstieg 
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Kollagen/Protein Verhältnis (Fast Green Färbung)  
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede des Kollagen-
Protein-Verhältnisses über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. 
Gentamicingruppe)  
 
Vor dem Vergleich der untersuchten Gruppen, Darmgewebe aus der 
Anastomose mit dem Anastomosen-fernen Kolon, wird nachfolgend die Ent-
wicklung des Kollagen/Protein-Verhältnisses postoperativ in der Kontrollgruppe 
(Tiere, die intraoperativ NaCl appliziert bekamen) im Anastomosen-fernen 
Bereich über den untersuchten Zeitraum von 14 Tagen untersucht.  
Im gesunden Kolon zeigt sich postoperativ eine signifikante Verringerung des 
Kollagen/Protein Verhältnisses (p = 0,1). Diese Änderung findet sich sowohl in 
der Kontrollgruppe als auch der Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ 
Gentamicin appliziert bekamen). 
Während an den untersuchten postoperativen Tagen 3 und 5 die ermittelten 
Werte untereinander keinen signifikanten Unterschied aufzeigen, liegt der 
ermittelte Wert in der Kontrollgruppe bei Betrachtung des Anastomosen-fernen 
Bereiches am 14. postoperativen Tag um ca. 15% niedriger als am 3. 
postoperativen Tag (55,9 versus 71,5, p = 0,1). Ähnliches ist auch in der 
Gentamicingruppe zu erkennen (57 versus 76,5, p = 0,1) (s. Tab. 2, s. Abb. 2). 
 
 
B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede des Kollagen-Protein-
Verhältnisses über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Genta-
micingruppe)  
 
Bei den untersuchten Proben des Anastomosenbereiches findet sich eine 
signifikante Änderung des Kollagen/Protein Verhältnisses postoperativ nach 14 
Tagen. Es kommt am 5. postoperativen Tag zu einer Zunahme des 
Kollagen/Protein Verhältnisses und am 14. postoperativen Tag wieder zu einer 
Abnahme (60,5 auf 71,5 auf 61,1 mit p = 0,1) (s.Tab. 2). Diese Unterschiede 
finden sich sowohl in der Kontroll- als auch der Gentamicingruppe.  
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C: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede des Kollagen-
Protein-Verhältnisses im Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe  
 
Vergleicht man im nächsten Schritt die Kontrollgruppe mit der Gentamicin-
gruppe über den untersuchten Zeitraum, so findet sich bei Betrachtung des 
Anastomosenfernen Kolons kein signifikanter Unterschied an den postopera-
tiven Tagen 3, 5 und 14 (s. Tab. 2). 
 
 
D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede des Kollagen-Protein-Verhält-
nisses im Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Schaut man sich die entsprechenden Werte innerhalb des Anastomosen-
bereiches an, so lässt sich hier ein signifikanter Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen Kontrolle und Gentamicin an den jeweiligen postoperativen 
Tagen 3, 5 und 14 feststellen. Die erhaltenen Werte liegen in der Gentamicin-
gruppe an jedem untersuchten Tag um ca. 10% höher als in der Kontrollgruppe. 
(Tag 3; Kontrollgruppe: 60,5 versus Gentamicingruppe: 77,3; p = 0,1); (s. Tab. 
2, Abb. 3).  
 
 
Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede 
 
Im Anastomosen-fernen Kolon kommt es in der Kontroll- als auch Gentamicin-
gruppe zu einem signifikanten Abfall des Kollagen/Protein-Verhältnisses am 14. 
postoperativen Tag.  
Im Anastomosenbereich kommt es demgegenüber zu einem Anstieg des 
Kollagen/Protein-Verhältnisses am 5. postoperativen Tag mit anschließendem 
Abfall am 14. Tag. Nach Zugabe von Gentamicin findet sich an allen 
untersuchten Tagen ein signifikant höheres Protein/Kollagen-Verhältnis. 
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Tabelle 2: Mediane und Standardabweichungen des Kollagen/Protein Verhältnisses in 
der Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe nach 3, 5 und 14 Tagen postoperativ im 
Vergleich von Anastomose und Anastomosen-fernen Kolon. 
 
Fast Green Kontrollgruppe  3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Submukosa 71,5 ± 1,9 76,3 ± 8,5 55,9 ± 2,2 
Anastomose, Submukosa 60,5 ± 3,2 71,5 ± 1,1 60,1 ± 5,5 
Fast Green Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Submukosa 76,2 ± 6,2 85,1 ± 10,7 57,0 ± 4,3 
Anastomose, Submukosa 77,3 ± 3,8 83,6 ± 4,4 70,0 ± 4,3 
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Abb. 5: Darstellung der Abnahme des Kollagen/Protein Verhältnisses in der Kontroll-
gruppe und der Gentamicingruppe bei Vergleich zwischen dem 3. und 14. postoperativen 
Tag des Anastomosen-fernen Kolons (*p < 0,05). 
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Abb. 6:  Darstellung der Zunahme des Kollagen/Protein-Verhältnisses am 5. postoperativen 
Tages in der Gentamicingruppe und der Kontrollgruppe bei Betrachtung des Anastomo-
senbereiches (*p < 0,05). 
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Typ I/ Typ III Kollagen Verhältnis in der Sirius Red Färbung 
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede des Typ I/Typ III 
Kollagen-Verhältnisses über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe 
bzw. Gentamicingruppe)  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon fällt in der Kontrollgruppe (Tiere, die intra-
operativ NaCl appliziert bekamen) nach 14 Tagen postoperativ eine signifikante 
Erhöhung des Kollagen Typ I/III– Quotienten im Vergleich zum Tag 3 auf (10,0 
versus 5,3; p = 0,008), (s. Tab. 3), (s. Abb. 6). 
Bei Betrachtung der Gentamicingruppe zeigt sich ein relativer Unterschied bei 
Betrachtung des 5. postoperativen Tages. Es kommt zu einem Abfall des 
Quotienten mit anschließendem Anstieg am 14. postoperativen Tag (9,3 auf 7,0 
auf 9,2; Tag 3 versus Tag 5: p = 0,056; Tag 5 versus Tag 14: p = 0,008). 
 
 
B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede des Typ I/Typ III Kollagen-Ver-
hältnisses über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Genta-
micingruppe)  
 
Im Anastomosenbereich gibt es eine signifikante Änderung des Kollagen Typ 
I/III– Quotienten beim Vergleich des 5. und des 14. postoperativen Tages. Am 
Tag 14 findet sich eine Erhöhung um ca. 15% (7,3 versus 5,2; p = 0,008) 
(s.Tab. 3), (s. Abb. 7). 
 
 
C: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede des Typ I/ Typ III 
Kollagen-Verhältnisses im Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es Unterschiede am 3. und 5. 
postoperativen Tag. In der Gentamicingruppe liegen die gefundenen Werte des 
Kollagen Typ I/III– Quotienten signifikant höher als in der Kontrollgruppe des 
entsprechenden Zeitpunktes (Tag 5: 7,0 versus 4,8; p = 0,032) (s. Tab. 3), (s. 
Abb. 8). Am Tag 14 ist dieser Unterschied nicht mehr zu verzeichnen. 
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D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede des Kollagen-Protein-Verhält-
nisses im Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Im Anastomosenbereich gibt es zwischen den beiden Gruppen Kontrolle und 
Gentamicin am 5. postoperativen Tag einen signifikanten Unterschied. Der 
Quotient liegt in der Gentamicingruppe signifikant höher als in der Kontroll-
gruppe (6,6 versus 5,2; p = 0,008); (s. Tab. 3). 
 
 
Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede 
 
Im Anastomosen-fernen Bereich findet sich in der Kontrollgruppe eine 
signifikante Erhöhung des TypI/III Kollagen Verhältnisses am 14. postope-
rativen Tag. Nach Gentamicingabe gibt es keinen Unterschied zwischen dem 3. 
und 14. Tag, allerdings ist der gefundene Wert am 5. postoperativen Tag 
erniedrigt.  
Im Anastomosenbereich kommt es ebenfalls zu einer signifikanten Erhöhung 
des TypI/III Kollagen Verhältnisses nach 14 Tagen. Die Gentamicingabe 
beeinflusst das Verhältnis lediglich am 5. postoperativen Tag signifikant. Es 
findet sich ein höherer Wert in der Gentamicingruppe. 
 
 
Tabelle 3: Mediane und Standardabweichungen des Kollagen Typ I/III Verhältnisses in 
der Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe nach 3, 5 und 14 Tagen postoperativ im 
Vergleich von Anastomose und Anastomosen-fernen Kolon.  
 
Sirius Red Kontrollgruppe  3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Submukosa 5,3 ± 1,3 4,8 ± 0,4 10,0 ± 1,7 
Anastomose, Submukosa 6,9 ± 2,7 5,2 ± 0,4 7,3 ± 0,7 
Sirius Red Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Submukosa 9,3 ± 0,6 7,0 ± 0,2 9,2 ± 0,4 
Anastomose, Submukosa 8,2 ± 0,6 6,6 ± 1,0 10,0 ± 2,0 
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Abb. 7: Darstellung der signifikanten Zunahme des Kollagen Typ I/III Verhältnisses im 
Anastomosen-fernen Kolon in der Kontrollgruppe am 14. postoperativen Tag im 
Vergleich zum 3. postoperativen Tag (*p < 0,05). 
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Abb. 8: Darstellung der signifikanten Zunahme des Kollagen Typ I/III Verhältnisses im 
Anastomosenbereich in der Gentamicingruppe am 14. postoperativen Tag im Vergleich 
zum 5. postoperativen Tag (*p < 0,05). 
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Abb. 9: Aufnahme der Sirius Red-Färbung unter polarisierendem Licht bei einer Ana-
stomosengewebeprobe 5 Tage nach Intervention in der Kontrollgruppe.  
 
 
Abb. 10: Aufnahme der Sirius Red-Färbung unter polarisierendem Licht bei einer Anasto-
mosengewebeprobe 5 Tage nach Intervention in der Gentamicingruppe.  
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Expression der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2)  
 
 
Es zeigen sich Anfärbungen sowohl in den Kryptenzellen als auch im 
Interstitium. In der Submukosa finden sich positiv angefärbte Zellen in 
geringerem Maße. Es finden sich v.a. Bereiche mit vornehmlicher Färbung des 
Zytoplasmas, aber es gibt auch gelegentlich eine Anfärbung von Zellkernen. 
Die Färbung präsentiert sich relativ inhomogen. So findet man wiederholt 
Bereiche, die stark gefärbt sind, neben Bereichen, die fast keine Färbung 
zeigen. 
 
Die Auswertungen beziehen sich in erster Linie getrennt für den Bereich der 
Submukosa und der Mukosa.  
Zuerst wird die Phase des Remodelling, also der Anastomosen-ferne Bereich, 
im Zeitverlauf betrachtet und es werden Unterschiede innerhalb der Kontroll-
gruppe und innerhalb der Gentamicingruppe heraus gestellt (A). 
Im nächsten Schritt wird der Bereich der Narbe, also Anastomose, wie gerade 
beschrieben dargestellt (B). 
Der dritte Vergleich beschreibt die Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und 
Gentamicingruppe an den 3 untersuchten Tagen und jeweils im Anastomosen-
fernen Kolon (C) und in der Anastomosenregion (D). 
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Expression 
von MMP-2 über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. 
Gentamicingruppe)  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon in der Submukosa fällt in der Kontrollgruppe 
(Tiere, die intraoperativ NaCl appliziert bekamen) nach 14 Tagen postoperativ 
eine signifikante Erhöhung der Expression der Matrix-Metalloproteinase-2 
MMP-2 auf, sowohl im Vergleich zum Tag 5 (9,0 versus 1,0; p < 0,1 %), als 
auch im Vergleich zum Tag 3 (9,0 versus 4,0; p < 0,1 %)  (s. Tab. 4), (s. Abb. 
11).   
Bei Betrachtung der Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ Gentamicin 
appliziert bekamen) findet sich in der Submukosa ebenfalls ein signifikanter 
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Anstieg an Tag 14 gegenüber den Tagen 3 und 5 mit vergleichbaren Werten (s. 
Tab. 4), (s. Abb. 11).  
Diese signifikante Änderung findet sich auch in der Mukosa. Der Verlauf ist 
ähnlich, allerdings im Mukosabereich mit durchweg ausgeprägteren Verän-
derungen.  
 
 
B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede der Expression von MMP-2 
über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gentamicingruppe) 
 
Im Anastomosenbereich ist die o.b. signifikante Änderung der Expression der 
Matrix-Metalloproteinase-2 beim Vergleich des 14. postoperativen Tages mit 
den beiden anderen postoperativen Tagen 3 und 5 in gleicher Weise zu finden. 
In der Kontrollgruppe liegen beim Vergleich der Mediane signifikante Unter-
schiede in Mukosa und Submukosa vor mit p-Werten kleiner 1% (Tag 14: 6,0 
versus 1,0 am Tag 5 mit p = 0,005 und 6,0 versus 4,0 am Tag 3 mit p < 0,001). 
In der Gentamicingruppe findet sich in der Submukosa ebenfalls eine deutliche 
Signifikanz beim Vergleich des 14. postoperativen Tages mit den Tagen 5 und 
3 (p < 1%), (s. Tab. 4), (s. Abb. 12). 
 
 
C: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Expression 
von MMP-2 im Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe  
 
In der Submukosaschicht gibt es eine Signifikanz am 5. postoperativen Tag. 
Dort zeigt sich eine verstärkte Expression in der Gentamicingruppe (4,0 versus 
1,0; p = 0,001) (s. Tab. 4). 
In der Mukosaschicht kommt es zu bei Betrachtung des 14. postoperativen 
Tages zu einem signifikanten Anstieg in der Gentamicingruppe (16,0 versus 
15,0; p = 0,002). 
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D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede der Expression von MMP-2 im 
Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Im Anastomosenbereich gibt es zwischen den beiden Gruppen Kontrolle und 
Gentamicin zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede, weder in der 
Mukosa- noch in der Submukosaschicht (s. Tab. 4) 
 
 
Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede 
 
Bei allen untersuchten Proben findet sich ein Maximum der MMP-2-Expression 
am 14. postoperativen Tag.  
Ein Unterschied nach Gentamicingabe sieht man nur punktweise im Ana-
stomosen-fernen Kolon. In der Submukosa zeigt sich am 5. postoperativen Tag, 
in der Mukosa am 14. postoperativen Tag eine erhöhte Expression von MMP-2. 
 
Tabelle 4: Mediane und Standardabweichungen des immunoreaktiven Scores nach 
Remmele für MMP-2 in der Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe nach 3, 5 und 14 
Tagen postoperativ im Vergleich von Anastomose und Anastomosen-fernen Kolon. 
 
MMP-2 Kontrollgruppe  3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 8,0 ± 0,7 6,0 ± 2,0 15,0 ± 1,9 
Anastomosen-fern, Submukosa 4,0 ± 0,7 1,0 ± 0,7 9,0 ± 1,5 
Anastomose, Mukosa 8,0 ± 1,9 4,0 ± 1,2 12,0 ± 0,7 
Anastomose, Submukosa 4,0 ± 1,3 1,0 ± 0,3 6,0 ± 1,3 
MMP-2 Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 8,0 ± 1,1 6,0 ± 1,0 16,0 ± 1,4 
Anastomosen-fern, Submukosa 4,0 ± 0,5 4,0 ± 1,3 8,0 ± 0 
Anastomose, Mukosa 6,0 ± 2,4 4,0 ± 2,2 12,0 ± 1,0 
Anastomose, Submukosa 4,0 ± 1,2 1,0 ± 0 6,0 ± 1,0 
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Abb. 11: Darstellung der signifikanten Zunahme der Expression von MMP-2 im Anasto-
mosen-fernen Kolon in der Kontroll- und Gentamicingruppe in der Submukosa am 14. 
postoperativen Tag im Vergleich zum 3. und 5. postoperativen Tag mit p < 0,05 (*). 
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Abb. 12: Darstellung der signifikanten Zunahme der Expression von MMP-2 im 
Anastomosenbereich in der Kontroll- und Gentamicingruppe in der Submukosa am 14. 
postoperativen Tag im Vergleich zum 3. und 5. postoperativen Tag mit p < 0,05 (*). 
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Abb. 13: Immunhistochemische Färbung von MMP-2 im Anastomosen-fernen Bereich 
der Kontrollgruppe am 14. postoperativen Tag in der Mukosa. 400-fache Vergrößerung 
 
 
 Abb. 14: Immunhistochemische Färbung von MMP-2 im Anastomosenbereich der 
Gentamicingruppe am 14. postoperativen Tag in der Mukosa. 400-fache Vergrößerung 
 
Krypten mit Becherzellen und 
positiv gefärbtem Zytoplasma 
Lamina propria mucosae 
mit positiv gefärbten 
Zellkernen 
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Zytoplasma  
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Expression der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) 
 
Es zeigen sich positive Anfärbungen sowohl in den Kryptenzellen als auch im 
Interstitium. In der Submukosa finden sich auch positiv angefärbte Zellen, 
allerdings in geringerem Maße. Ähnlich wie bei MMP-2 finden sich v.a. Bereiche 
mit vornehmlicher Färbung des Zytoplasmas, aber es gibt auch vereinzelt 
Färbungen von Zellkernen. Die Färbung präsentiert sich auch hier relativ 
inhomogen, es gibt Bereiche, die stark gefärbt sind, neben Bereichen, die fast 
keine Färbung zeigen.  
 
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Expression 
von MMP-9 über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Genta-
micingruppe)  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es in der Kontrollgruppe (Tiere, die 
intraoperativ NaCl appliziert bekamen) nach 14 Tagen postoperativ signifikante 
Unterschiede der Expression der Matrix-Metalloproteinase-9 MMP-9. Sowohl in 
der Submukosa- als auch in der Mukosaschicht gibt es einen signifikanten 
Abfall von MMP-9 bei einem Vergleich vom 3. mit dem 5. postoperativen Tag 
(9,0 versus 4,0; p < 0,05; Submukosa). Beim Vergleich des 5. mit dem 14. 
postoperativen Tag kommt es dann wieder zu einem Anstieg (4,0 auf 6,0; p < 
0,05; Submukosa) (s. Tab. 5). 
Bei Betrachtung der Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ Gentamicin 
appliziert bekamen) findet sich in der Submukosaschicht an allen untersuchten 
Tagen ein signifikanter Unterschied mit p-Werten unter 0,1 %. Es kommt 
zwischen dem 3. und 5. postoperativen Tag zu einem signifikanten Abfall der 
Expression um mehr als 50% (s. Tab. 5, s. Abb. 16). Am 14. postoperativen 
Tag findet sich dann wieder ein signifikanter Anstieg. Allerdings liegt der 
erreichte Wert am Tag 14 immer noch um ca. ein Drittel unter dem gefundenen 
Wert am Tag 3 (Tag 3: 16,0; Tag 5: 4,0; Tag 14: 6,0) (s.Tab 5, s. Abb. 16). 
Diese signifikante Änderung wird auch in der Mukosaschicht gesehen, sogar 
noch intensiver. 
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B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede der Expression von MMP-9 
über die Zeit  innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gentamicingruppe) 
 
Im Anastomosenbereich findet sich eine signifikante Änderung der Expression 
der Matrix-Metalloproteinase-9 MMP-9 bei Betrachtung sowohl der Kontroll-
gruppe als auch der Gentamicingruppe mit p-Werten kleiner 0,1 %. Es kommt 
zu einem signifikanten Abfall der Expression zwischen dem 3. und 5. post-
operativen Tag und einem signifikanten Anstieg bis zum Tag 14. Allerdings gibt 
es keine signifikante Änderung zwischen den Werten des 3. und 14. Tages 
(Gentamicingruppe, Submukosa: Tag 3: 9,0; Tag 5: 4,0; Tag 14: 8,0) (s. Tab. 5, 
s. Abb. 17). Diese signifikanten Veränderungen finden sich auch in der 
Mukosaschicht. 
 
 
C: Anastomosen-ferner Bereich (Kolon): Unterschiede der Expression von 
MMP-9 im Vergleich von Kontrollgruppe und  Gentamicingruppe  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es einen signifikanten Unterschied beim 
Vergleich der beiden Gruppen Kontrolle und Gentamicin am 3. postoperativen 
Tag. Es findet sich eine erhöhte Expression von MMP-9 in der 
Gentamicingruppe und dies sowohl in der Submukosa- als auch in der 
Mukosaschicht (Submukosa: 16,0 versus 9,0; p < 0,1 %)  (s. Tab. 5, s. Abb. 
18). 
  
 
D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede der Expression von MMP-9 im 
Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Im Anastomosenbereich gibt es zwischen den beiden Gruppen Kontrolle und 
Gentamicin an allen postoperativen Tagen signifikante Unterschiede. An diesen 
Tagen liegt in der Gentamicingruppe eine erhöhte Expression von MMP-9 im 
Vergleich zur Kontrollgruppe vor. Auch hier finden sich diese Unterschiede 
sowohl in der Submukosa- als auch Mukosaschicht (s. Tab. 5). 
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Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede 
 
Bei allen untersuchten Proben findet sich ein Minimum der MMP-9-Expression 
am 5. postoperativen Tag mit nachfolgendem erneuten Anstieg an Tag 14.  
Ein Unterschied nach Gentamicingabe sieht man im Anastomosen-fernen Kolon 
nur am Tag 3. Hier kommt es nach Gentamicingabe im Vergleich zu Kontrollen 
zu einem Anstieg der MMP-9 Expression. Im Anastomosenbereich zeigt sich 
dagegen an allen Tagen eine signifikant erhöhte Expression nach Genta-
micingabe.  
Submukosa- und Mukosaschicht zeigen einen ähnlichen Trend, allerdings 
liegen die gefundenen Werte in der Mukosa höher, wie auch schon bei 
Betrachtung der MMP-2-Ergebnisse.  
 
 
Tabelle 5: Mediane und Standardabweichungen des immunoreaktiven Scores nach 
Remmele für MMP-9 in der Kontrollgruppe und der Gentamicinguppe nach 3, 5 und 14 
Tagen postoperativ im Vergleich von Anastomose und Anastomosen-fernen Kolon.  
  
MMP-9 Kontrollgruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 12,0 ± 0,7 8,0 ± 2,7 12,0 ± 1,0 
Anastomosen-fern, Submukosa 9,0 ± 1,3 4,0 ± 1,7 6,0 ± 1,8 
Anastomose, Mukosa 8,0 ± 2,7 4,0 ± 2,1  8,0 ± 2,9 
Anastomose, Submukosa 4,0 ± 1,0 1,0 ± 1,2 4,0 ± 3,2 
MMP-9 Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 20,0 ± 2,6 8,0 ± 2,7 12,0 ± 1,6 
Anastomosen-fern, Submukosa 16,0 ± 2,0 4,0 ± 1,2 6,0 ± 1,9 
Anastomose, Mukosa 12,0 ± 1,7 6,0 ± 2,6 9,0 ± 0,7 
Anastomose, Submukosa 9,0 ± 1,0 4,0 ± 1,7 8,0 ± 1,6 
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Abb. 15: Darstellung der signifikanten Abnahme der MMP-9 Expression in der Kontroll- 
und der Gentamicingruppe in der Submukosa am 5. postoperativen Tags und der 
anschließenden Zunahme am 14. postoperativen Tag im Anastomosen-fernen Kolon mit 
p < 0,05 (*). 
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Abb. 16: Darstellung der signifikanten Abnahme der MMP-9 Expression in der 
Gentamicingruppe und in der Kontrollgruppe in der Submukosa am 5. postoperativen Tags 
und der anschließenden Zunahme am 14. postoperativen Tag im Anastomosenbereich mit 
p < 0,05(*). 
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Abb. 17: Immunhistochemische Färbung von MMP-9 im Anastomosenbereich der 
Kontrollgruppe nach 3 Tagen postoperativ in der Submukosa und der Mukosa. 400-fache 
Vergrößerung. 
 
Abb. 18: Immunhistochemische Färbung von MMP-9 im Anastomosenbereich der 
Kontrollgruppe nach 5 Tagen postoperativ in der Submukosa und der Mukosa. 400-fache 
Vergrößerung. 
Positiv gefärbte Zellkerne 
in der Submukosa 
Positiv gefärbte 
Zellkerne in den Krypten
Kaum bis schwach 
angefärbte Zellkerne in 
der Submukosaschicht. 
Schwach angefärbte 
Zellkerne in den Krypten 
und im Interstitium. 
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Expression des Proliferationsmarkers Ki67 
 
Alle Schnitte zeigen intensive Färbungen sowohl in den Kryptenzellen als auch 
im Interstitium. In der Submukosa finden sich auch stark positiv angefärbte 
Zellen, allerdings in geringerem Maße. In vielen Präparaten ist der Bereich des 
Bürstensaums nicht gefärbt. 
 
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Ki67 positiven 
Zellen über die Zeit  innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gentamicin-
gruppe)  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es in der Kontrollgruppe (Tiere, die 
intraoperativ NaCl appliziert bekamen) nach 14 Tagen postoperativ keinen 
signifikanten Unterschied bei der Zahl der Ki67 positiven Zellen (s. Tab. 6).   
Bei Betrachtung der Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ Gentamicin 
appliziert bekamen) findet sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (s. Tab. 
6).  
 
 
B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede der Ki67 positiven Zellen über 
die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gentamicingruppe) 
 
Im Anastomosenbereich findet sich in der Gentamicingruppe in der Mukosa-
schicht am 5. postoperativen Tag eine signifikante Änderung der Zahl der Ki67 
positiven Zellen im Vergleich zum 3. postoperativen Tag (Tag 3: 12,0 versus 8,0 
(Tag 5); p = 0,01); (s. Tab. 6).  
 
 
C: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Ki67 positiven 
Zellen im Vergleich von Kontrollgruppe und  Gentamicingruppe  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon findet sich kein signifikanter Unterschied (s. Tab. 
6). 
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D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede der Ki67 positiven Zellen im 
Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Im Anastomosenbereich gibt es lediglich einen signifikanten Unterschied beim 
Vergleich der beiden Gruppen Kontrolle und Gentamicin am 5. postoperativen 
Tag. In der Gentamicingruppe liegt die Zahl der Ki67 positiven Zellen in der 
Mukosa unterhalb der gefundenen Zahl in der Kontrollgruppe (8,0 versus 12,0; 
p = 0,001) (s. Tab. 6, s. Abb. 22). 
 
 
Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Es finden sich keine eindeutigen Unterschiede zwischen den einzelnen 
Gruppen, die an mehr als einem Untersuchungszeitpunkt reproduzierbar 
nachweisbar sind. 
 
 
Tabelle 6: Mediane und Standardabweichungen der Ki67 positiven Zellen in der 
Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe nach 3, 5 und 14 Tagen postoperativ im 
Vergleich von Anastomose und Anatomosen-fernem Kolon. 
 
Ki67 Kontrollgruppe  3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 12,0 ± 1,8 16,0 ± 2,0 12,0 ± 0 
Anastomosen-fern, Submukosa 8,0 ± 1,0 8,0 ± 0 8,0 ± 0 
Anastomose, Mukosa 12,0 ± 1,0 12,0 ± 1,8 12,0 ± 1,4 
Anastomose, Submukosa 8,0 ± 0 8,0 ± 0,5 8,0 ± 0,3 
Ki67 Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomose-fern, Mukosa 12,0 ± 1,0 12,0 ± 1,0 12,0 ± 1,4 
Anastomosen-fern, Submukosa 8,0 ± 0 8,0 ± 0,7 8,0 ± 0,7 
Anastomose, Mukosa 12,0 ± 1,0 8,0 ± 2,0 12,0 ± 1,4 
Anastomose, Submukosa 8,0 ± 0,5 8,0 ± 0,5 8,0 ± 0,5 
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Abb. 19: Darstellung der Ki67 Expression über die Zeit in der Kontroll- und 
Gentamicingruppe in der Submukosa im Anastomosen-fernen Kolon. 
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Abb. 20: Darstellung der Ki67 Expression über die Zeit in der Kontroll- und 
Gentamicingruppe in der Submukosa im Anastomosenbereich. 
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Abb. 21: Immunhistochemische Färbung von Ki67 im Anastomosenbereich der Kontroll-
gruppe nach 5 Tagen postoperativ in der Mukosa. Score:12. Vergrößerung 400-fach. 
 
 
Abb. 22: Immunhistochemische Färbung von Ki67 im Anastomosenbereich der Genta-
micingruppe nach 5 Tagen postoperativ in der Submukosa. Score: 8. Vergrößerung 400-
fach. 
Positiv gefärbte Zellkerne 
in der Submukosa 
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Expression des Transkriptionsfaktors YB-1 
 
 
Die positiven Anfärbungen zeigen sich in den Kryptenzellen und auch im 
Interstitium, sowohl im Kern als auch im Zytoplasma. In der Submukosa finden 
sich auch positiv angefärbte Zellen, allerdings in weitaus geringerem Maße als 
im Mukosaberich. 
 
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Expression 
von YB-1 über die Zeit innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gent-
amicingruppe)  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es in der Kontrollgruppe (Tiere, die 
intraoperativ NaCl appliziert bekamen) zwischen dem 3. und 5. postoperativen 
Tag keinen signifikanten Unterschied in der Submukosa, allerdings kommt es 
hier zu einem signifikanten Anstieg der Expression von YB-1 am Tag 14 mit p < 
0,1) (s. Tab. 7).  In der Mukosaschicht kommt es zu einem signifikanten Abfall 
der Expression des Transkriptionsfaktors YB-1 am 5. postoperativen Tag im 
Vergleich zum 3. postoperativen Tag (von 16,0 auf 12,0; p < 0,1). Bis zum 14. 
postoperativen Tag kommt es dann wieder zu einem signifikanten Anstieg. Ein 
Unterschied zwischen den Werten am 3. und 14. Tag liegt nicht vor (Tag 3: 
16,0; Tag 5: 12,0; Tag 14: 16,0); (s. Tab. 7, s. Abb. 26).   
Bei Betrachtung der Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ Gentamicin 
appliziert bekamen) findet sich ein signifikanter Abfall der YB-1 Expression am 
5. postoperativen Tag (6,0 auf 4,0; p < 0,1) mit entsprechendem signifikanten 
Anstieg am 14. postoperativen Tag (4,0 auf 8,0; p < 0,1); (s. Tab. 7, s. Abb. 26). 
Dieser Trend wird auch in der Mukosaschicht gesehen. 
 
 
B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede der Expression von YB-1 über 
die Zeit  innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gentamicingruppe) 
 
Im Anastomosenbereich findet sich im Submukosabereich keine signifikant 
unterschiedliche Expression von YB-1 bei Betrachtung der Kontrollgruppe. In 
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der Mukosaschicht allerdings kommt es wie auch im Anastomosen-fernen 
Kolon am 5. postoperativen Tag zu einem signifikanten Abfall der Expression 
mit anschließendem Anstieg am 14. postoperativen Tag (16,0 auf 12,0 auf 
16,0mit p < 0,1) (s. Tab 7, s. Abb. 27).  
In der Gentamicingruppe findet sich in der Submukosaschicht ein signifikanter 
Unterschied über den gesamten beobachteten Zeitraum, allerdings sind die 
Werte am 14. und 3. postoperativen Tag gleich (Tag 3: 8,0; Tag 5: 6,0; Tag 14: 
8,0; p < 0,1). 
In der Mukosaschicht liegt an den postoperativen Tagen 3 und 5 kein 
signifikanter Unterschied vor. Allerdings kommt es zu einem signifikanten 
Anstieg der Expression von YB-1 bei Betrachtung des 14. postoperativen Tages 
im Vergleich zum 5. postoperativen Tag (16,0 versus 12,0; p < 0,1) (s. Tab. 7, 
s. Abb. 27).  
 
 
C: Anastomosen-ferner Bereich (Kolon): Unterschiede der Expression von YB-1 
im Vergleich von Kontrollgruppe und  Gentamicingruppe  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es einen signifikanten Unterschied beim 
Vergleich der beiden Gruppen Kontrolle und Gentamicin an allen 3 unter-
suchten Tagen. Es findet sich eine erniedrigte Expression von YB-1 in der 
Gentamicingruppe in der Mukosaschicht (Tag 3: 16,0 versus 12,0; p < 0,1; Tag 
5: 12,0 versus 8,0; p < 0,1; Tag 14: 16,0 versus 9,0; p = 0,007). In der 
Submukosaschicht findet sich Signifikanz nur an den beiden postoperativen 
Tagen 3 und 5 (s. Tab. 7, s. Abb. 28). 
 
 
D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede der Expression von YB-1 im 
Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Im Anastomosenbereich gibt es zwischen den beiden Gruppen Kontrolle und 
Gentamicin in der Submukosaschicht lediglich am 5. postoperativen Tag einen 
signifikanten Unterschied. An diesem Tag liegt in der Gentamicingruppe eine 
erniedrigte Expression von YB-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe vor (6,0 
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versus 8,0; p = 0,001). In der Mukosaschicht findet sich dieser Unterschied am 
3. postoperativen Tag (s. Tab. 7, s. Abb. 29). 
 
Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede 
 
In der Kontrollgruppe findet sich im Anastomosen-fernen Kolon ein signifikanter 
Anstieg der YB-1 Expression in der Submukosa am 14. postoperativen Tag. 
Nach Gentamicingabe findet sich ebenfalls Anastomosen-fern in der 
Submukosa ein Anstieg am 14. postoperativen Tag.  
Im Anastomosenbereich zeigt sich in der Gentamicingruppe lediglich in der 
Mukosaschicht ein Anstieg der Expression von YB-1 am 14. Tag, nicht dagegen 
in der Submukosa.  
 
 
Tabelle 7: Mediane und Standardabweichungen des immunoreaktiven Scores nach 
Remmele für YB-1 in der Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe nach 3, 5 und 14 
Tagen postoperativ im Vergleich von Anastomose und Anastomosen-fernen Kolon. 
 
YB-1 Kontrollgruppe  3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 16,0 ± 1,6 12,0 ± 1,0 16,0 ± 1,4 
Anastomosen-fern, Submukosa 8,0 ± 1,1 8,0 ± 1,1 12,0 ± 1,6 
Anastomose, Mukosa 16,0 ± 1,8 12,0 ± 1,3 16,0 ± 1,8 
Anastomose, Submukosa 8,0 ± 0 8,0 ± 0,5 8,0 ± 1,4 
YB-1 Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 12,0 ± 2,2 8,0 ± 0,8 9,0 ± 4,3 
Anastomosen-fern, Submukosa 6,0 ± 0,8 4,0 ± 0,5 8,0 ± 2,0 
Anastomose, Mukosa 12,0 ± 1,5 12,0 ± 3,0 16,0 ± 1,9 
Anastomose, Submukosa 8,0 ±  0,7 6,0 ± 0,5 8,0 ± 1,1 
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Abb. 23: Darstellung der signifikanten Zunahme der YB-1 Expression in der Submukosa 
am 14. postoperativen Tag sowohl in der Kontroll- als auch Gentamicingruppe im 
Anastomosen-fernen Kolon mit p < 0,01 (*). 
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Abb. 24: Darstellung der YB-1 Expression in der Gentamicingruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe im Anastomosenbereich in der Submukosa mit p < 0,01 (*). 
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Abb. 25: Immunhistochemische Färbung von YB-1 im Anastomosen-fernen Kolon der 
Kontrollgruppe nach 3 Tagen postoperativ in der Submukosa. Score: 8. Vergrößerung 
400fach. 
 
 
Abb. 26: Immunhistochemische Färbung von YB-1 im Anastomosen-fernen Kolon der 
Kontrollgruppe nach 14 Tagen postoperativ in der Submukosa. Score: 12. Vergrößerung 
400-fach. 
Positiv gefärbtes 
Zytoplasma in Zellen 
der Submukosa   
Positiv gefärbte Zellkerne 
und Zytoplasma in Zellen 
der Submukosa 
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Expression des profibrinogenen Zytokins TGF-β 
 
Die positiven Anfärbungen zeigen sich in den Kryptenzellen und v.a. auch im 
Interstitium, sowohl im Kern als auch im Zytoplasma. 
 
A: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Expression 
von TGF-β im Verlauf innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Genta-
micingruppe)  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es in der Kontrollgruppe (Tiere, die 
intraoperativ NaCl appliziert bekamen) nach 14 Tagen postoperativ signifikante 
Unterschiede der Expression des profibrinogenen Zytokins TGF-β in der 
Mukosa- und der Submukosaschicht (s. Tab. 8). Es findet sich eine signifikante 
Zunahme der Expression am 5. postoperativen Tag im Vergleich zum 3. 
postoperativen Tag (6,0 versus 1,0; p < 0,1); (s.Tab. 8). 
Bei Betrachtung der Gentamicingruppe (Tiere, die intraoperativ Gentamicin 
appliziert bekamen) findet sich eine signifikante Abnahme der TGF-β Expres-
sion am 5. postoperativen Tag im Vergleich zum 3. postoperativen Tag (6,0 auf 
4,0; p < 0,1). Am 14. postoperativen Tag kommt es dann erneut zu einer 
signifikanten Zunahme (p < 0,1). Diese Unterschiede finden sich sowohl in der 
Mukosa- als auch in der Submukosaschicht (s. Tab. 8, s. Abb. 33). 
 
 
B: Anastomosen-Bereich (Narbe): Unterschiede der Expression von TGF-β im 
Verlauf innerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe bzw. Gentamicingruppe) 
 
Im Anastomosenbereich findet sich eine signifikante Änderung der Expression 
von TGF-β bei Betrachtung der Kontrollgruppe. Am 5. postoperativen Tag gibt 
es in der Submukosa eine signifikante Zunahme der Expression am 14. 
postoperativen Tag (6,0 auf 9,0; p < 0,1). In der Mukosaschicht kommt es 
allerdings am 5. postoperativen Tag zu einer signifikanten Abnahme der 
Expression mit anschließendem Wiederanstieg mit p < 0,1  (s. Tab 8, s. Abb. 
34).  
In der Gentamicingruppe gibt es über den untersuchten Zeitraum von 14 
postoperativen Tagen in der Submukosaschicht eine signifikante Zunahme der 
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TGF-β Expression am 5. postoperativen Tag im Vergleich zum 3. postopera-
tiven Tag (16,0 versus 4,0; p < 0,1) (s. Tab. 8). Demgegenüber findet sich in der 
Mukosa kein Unterschied. 
 
 
C: Anastomosen-ferner Bereich (Remodelling): Unterschiede der Expression 
von TGF-β im Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe  
 
Im Anastomosen-fernen Kolon gibt es einen signifikanten Unterschied beim 
Vergleich der beiden Gruppen Kontrolle und Gentamicin am 3. und am 5. 
postoperativen Tag. Es findet sich eine erhöhte Expression von TGF-β in der 
Gentamicingruppe am 3. postoperativen Tag und dies sowohl in der Mukosa- 
als auch in der Submukosaschicht (6,0 versus 1,0; p < 0,1). Am 5. 
postoperativen Tag wurde eine signifikante Abnahme der Expression ermittelt, 
auch hier sowohl in der Mukosa- als auch der Submukosaschicht (6,0 versus 
4,0; p < 0,1), (s. Tab. 8, s. Abb. 35). Am 14. postoperativen Tag gibt es keinen 
Unterschied.  
  
 
D: Anastomosenbereich (Narbe): Unterschiede der Expression von TGF-β im 
Vergleich von Kontrollgruppe und Gentamicingruppe 
 
Im Anastomosenbereich gibt es zwischen den beiden Gruppen Kontrolle und 
Gentamicin in der Submukosaschicht an allen untersuchten Tagen signifikante 
Unterschiede. Während am 3. Tag die Gentamicingabe eine erniedrigte 
Expression hervorruft (6,0 versus 4,0, p < 0,1), finden sich an den beiden 
anderen Tagen deutlich erhöhte Expressionen (9,0 bzw. 8,0 versus 16,0 mit p < 
0,1). 
In der Mukosaschicht findet sich eine signikante Veränderung lediglich am 5. 
postoperativen Tag (s. Tab. 8, s. Abb. 36). 
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Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede 
 
Im Anastomosen-fernen Kolon findet sich in der Submukosa am 3. 
postoperativen Tag ein signifikanter Anstieg der TGF-β Expression nach 
Gentamicingabe. In der Mukosaschicht kommt es am 3. und 14. Tag zu einem 
Anstieg, am 5. Tag zu einem Abfall der Expression. 
Im Anastomosenbereich findet sich demgegenüber in der Submukosaschicht 
ein Abfall der Expression von TGF-β nach Gentamicingabe am 3. Tag, während 
es an den beiden Tagen 5 und 14 zu einem Anstieg kommt.  
In der Mukosaschicht erkennt man nur am 5. postoperativen Tag einen 
signifikanten Anstieg der Expression nach Gentamicingabe. 
 
 
 
Tabelle 8: Mediane und Standardabweichungen des immunoreaktiven Scores nach 
Remmele für TGFβ in der Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe nach 3, 5 und 14 
Tagen postoperativ im Vergleich von Anastomose und Anastomosen-fernen Kolon.  
  
TGFβ Kontrollgruppe  3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 9,0 ± 1,4 12,0 ± 2,2 9,0 ± 1,5 
Anastomosen-fern, Submukosa 1,0 ± 2,8 6,0 ± 1,9 6,0 ± 1,0 
Anastomose, Mukosa 9,0 ± 1,7 6,0 ± 0,9 9,0 ± 1,4 
Anastomose, Submukosa 6,0 ± 0 9,0 ± 0,7 8,0 ± 2,0 
TGFβ Gentamicingruppe 3 Tage 5 Tage 14 Tage 
Anastomosen-fern, Mukosa 12,0 ± 1,3 8,0 ± 2,7 12,0 ± 2,6 
Anastomosen-fern, Submukosa 6,0 ± 0 4,0 ± 1,7 6,0 ± 2,4 
Anastomose, Mukosa 9,0 ± 1,7 9,0 ± 1,3 9,0 ± 1,0 
Anastomose, Submukosa 4,0 ± 1,0 16,0 ± 3,4 16 ± 3,4 
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Abb. 27: Darstellung der signifikanten Zunahme der TGF-β Expression in der Kontroll-
gruppe am 5. Tag im Anastomosen-fernen Kolon mit p <0,1 (*). 
 
 
 
Anastomose, Submukosa
0
5
10
15
20
Tag 3 Tag 5 Tag 14
postoperative Tage
Im
m
un
re
ak
tiv
er
 S
co
re
 n
ac
h
R
em
m
el
e 
fü
r T
G
F-
al
ph
a
Kontrolle
Gentamicin
 
 
Abb. 28: Darstellung der signifikanten Zunahme der TGF-β Expression in der Genta-
micingruppe am 5. postoperativen Tag im Anastomosenbereich mit p < 0,1 (*).  
                                                                                                           
 
 
 
 
*
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Abb. 29: Immunhistochemische Färbung von TGF-ß im Anastomosenbereich der Genta-
micingruppe nach 3 Tagen in der Submukosa. Score: 4. Vergrößerung 400-fach. 
 
 
Abb. 30: Immunhistochemische Färbung von TGF-ß im Anastomosenbereich der 
Gentamicingruppe nach 5 Tagen in der Mukosa. Score: 16. Vergrößerung 400-fach. 
 
Gering angefärbte Zellen 
in der Submukosa 
Stark angefärbte Zellen 
in der Submukosa 
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Korrelationen nach Spearman 
 
Funktionelle Zusammenhänge zwischen Parametern können durch Berechnung 
der Korrelationskoeffizienten erfasst werden. Dabei entspricht ein maximaler 
Wert von  r=+1 einem „funktionell identischen“ Zustand, oder r=-1 für 
„funktionell identisch, aber invers“. Im Gegensatz dazu sind bei r=0 zwei 
Parameter allenfalls zufällig miteinander verknüpft.  
Zum Nachweis von funktionellen Zusammenhängen zwischen den bestimmten 
Messgrößen berechneten wir die Korrelationskoeffizienten nach Spearman 
(s.Tab. 9). Dabei zeigte sich, dass die meisten der bestimmten Protein-
Expressionen signifikant miteinander verknüpft sind. Dabei kann eine 
hochgradige Verknüpfung einerseits durch ein unmittelbares Einwirken im 
Sinne von kausaler Interaktion bedingt sein (A Ursache von B oder A Folge von 
B), oder aber die miteinander korrelierten Paramter sind beide verknüpft mit 
einem nicht bestimmten weiteren Faktor (A und B Folge von C). Was auch 
immer der Grund für die funktionelle Verknüpfung sein mag, es bleibt der 
signifikante Zusammenhang zwischen MMP2, MMP9, Ki67, YB-1, TGF sowie 
den Kollagen-Parametern Kollagen/Protein bzw. Kollagen I/III Quotient. 
Interessanterweise sind die meisten Variablen miteinander durch positive 
Korrelationen verknüpft. Lediglich Kollagen/Protein ist mit einem negativen 
Korrelationskoeffizienten mit YB-1 und MMP-2 verbunden, d.h. Abnahme des 
Kollagen-Anteils bei einer hohen Expression von YB-1 oder MMP-2. 
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Tabelle 9: Korrelationsanalyse nach Spearman.  
Correlations
1,000 ,500** ,506** ,610** ,345** ,434** -,549**
. ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
360 360 360 360 360 120 72
,500** 1,000 ,402** ,393** ,206** ,307** -,046
,000 . ,000 ,000 ,000 ,001 ,702
360 360 360 360 360 120 72
,506** ,402** 1,000 ,664** ,298** -,113 -,064
,000 ,000 . ,000 ,000 ,219 ,592
360 360 360 360 360 120 72
,610** ,393** ,664** 1,000 ,416** ,069 -,291*
,000 ,000 ,000 . ,000 ,455 ,013
360 360 360 360 360 120 72
,345** ,206** ,298** ,416** 1,000 ,229* ,019
,000 ,000 ,000 ,000 . ,012 ,874
360 360 360 360 360 120 72
,434** ,307** -,113 ,069 ,229* 1,000 -,220
,000 ,001 ,219 ,455 ,012 . ,064
120 120 120 120 120 120 72
-,549** -,046 -,064 -,291* ,019 -,220 1,000
,000 ,702 ,592 ,013 ,874 ,064 .
72 72 72 72 72 72 72
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
MMP2
MMP9
Ki67
YB1
TGFß
Sirius red
Fast Green
Spearman's rho
MMP2 MMP9 Ki67 YB1 TGFß Sirius red Fast Green
Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).**. 
Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).*.  
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Abb 31. : Darstellung des Netzwerkes der sign. Spearman Korrelationskoeffizienten, 
negative Korrelationen in rot 
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5 Diskussion 
 
Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass Gentamicin die 
mechanische Widerstandsfähigkeit einer Kolonanastomose durch Einflüsse auf 
die Zusammensetzung der ECM positiv beeinflusst. 
 
Anastomoseninsuffizienzen nach großen Darmoperationen sind gefürchtete und 
ernst zu nehmende Komplikationen in der Kolon – Chirurgie. Jahrzehntelange 
Forschungen in diesem Bereich identifizierten sowohl verschiedene Risiko-
faktoren für Insuffizienzen als auch Faktoren, die eine gute Wundheilung 
fördern (Nasir Khan et al. 2006). Khouri und Waxman beschreiben mangelnden 
Blutfluss in der Anastomose, bakterielle Kontaminationen, Anastomosentechnik, 
Anastomosenspannung oder distale Obstruktionen als mögliche Verursacher 
von Insuffizienzen (Khouri and Waxman 1983). Die Prävalenz der 
intraperitonealen Anastomosenleckagen variiert in der Literatur zwischen 0,5 
und 30 %, liegt aber im Allgemeinen zwischen 2 und 5 % (Fielding et al. 1981, 
Aszodi and Ponsky 1984, West of Scotland and Highland Anastomosis Study 
Group 1991). 
 
Anastomoseninsuffizienzen nach großen Darmoperationen treten vornehmlich 
zwischen dem 5. und 7. postoperativen Tag auf, was den Beginn der Repara-
tionsphase repräsentiert (Stumpf et al. 2005; Meyer et al. 2001).  
Mehrere Faktoren, die den Einfluss dieser vulnerablen Phase der Wundheilung 
im Darm beschreiben, sind entsprechend mit dem Risiko einer Anastomo-
seninsuffizienz assoziiert (Branagan und Finnis 2005; Alves et al. 2002). In der 
Anfangsphase des Wundheilungsprozesses findet eine substanzielle Umgrup-
pierung von neu gebildetem Kollagen statt, welche in einer Zunahme der 
Kollageneinlagerung und der Gesamtmenge an Kollagen mündet (Oxlund et al. 
1996). Brasken et al. postulierten, dass die Kollagensynthese im Anastomosen-
bereich unmittelbar nach der Operation beginnt, während das Maximum aber 
nach einer Woche postoperativ noch nicht erreicht wird (Brasken et al. 1991). 
 
Nimmt man diese Überlegungen als Basis, scheint es offensichtlich, dass schon 
kleine Störungen dieser Balance zwischen Kollagensynthese, -einlagerung, -
vernetzung und -abbau zu einer defekten Darmwundheilung führen können 
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(Hesp et al. 1984 und Ahrendt et al. 1996). Jüngste Studien haben gezeigt, 
dass der Ersatz von „weniger verzweigtem“ Kollagen Typ III durch reiferes Typ I 
Kollagen einige Tage nach einer Verletzung beginnt und in einer Zunahme des 
Verhältnisses von Kollagen Typ I / Typ III während der Wundheilung resultiert 
(Zheng et al. 2002; Klinge et al. 2000). Onodera et al. fanden bei diabetischen 
Ratten eine Abnahme von Kollagen Typ I im Anastomosenbereich im Vergleich 
zu gesunden Ratten (Onodera et al. 2004). Tha Nassif et al. zeigten diesen 
Trend bei hypothyreoten Ratten (Tha Nassif et al. 2009).  
Jedoch gibt es nur wenige publizierte Untersuchungen, die Veränderungen des 
Kollagen Typ I/III Verhältnisses bei der Wundheilung im Kolon zeigen: Stumpf 
et al. fanden in einer prospektiven klinischen Studie bei Patienten mit 
Anastomoseninsuffizienzen nach großen Darmoperationen eine Abnahme des 
Verhältnisses von Kollagen Typ I / Typ III (Stumpf et al. 2002 und 2005). 
 
Schon lange gilt der Einsatz von lokal verabreichtem Gentamicin in vielen 
Disziplinen der Medizin als antibakterieller Standard und wird besonders in der 
Chirurgie als häufigstes lokal appliziertes Antibiotikum eingesetzt (Gilbert und 
Felton 1993).  
Die systemische Applikation von Gentamicin bei kolorektalen chirurgischen 
Eingriffen resultierte in einer signifikant niedrigeren Mortalität (Burton et al. 
1975). Auch eine lokale Gabe von Gentamicin konnte die Rate an 
Wundinfektionen reduzieren (Tweed 2005). Abgesehen von seiner antibakte-
riellen Aktivität und seinem inhibitorischen Effekt auf die ribosomale Funktion, 
interferiert Gentamicin mit unterschiedlichen RNA –  Molekülen (Sacha et al. 
1999; Tekos et al. 2003).  
 
Ein Effekt von lokal appliziertem Gentamicin auf die Kollagenzusammensetzung 
in Kolonanastomosen (qualitativ und quantitativ) wurde bislang noch nicht 
untersucht und beschrieben.  
In der vorliegenden Studie war der Berstungsdruck der Anastomose nach einer 
Behandlung mit Gentamicin am 5. postoperativen Tag signifikant erhöht. 
Außerdem war zu jedem Zeitpunkt die Gesamtmenge an Kollagen in der 
Anastomose in der Gentamicingruppe signifikant erhöht.  
Unsere Ergebnisse stehen in Übereinstimmung mit den Untersuchungen von 
Junge et al. In dieser Untersuchung wurde ein oberflächenmodifiziertes 
  71
chirurgisches Netzmaterial mit Gentamicin beladen und seine Effekte in einem 
Tierversuchsmodell untersucht. Es zeigte sich u.a. ein modulierender Effekt auf 
die ECM Formation, induziert durch Gentamicin auf einem Polyvinylidenfluorid 
(PVDF) – Netzmaterial, ebenfalls mit einem signifikanten Anstieg des 
Verhältnisses von Typ I/III Kollagen. Dieses Ergebnis stellt für Patienten mit 
nachweisbar reduziertem Kollagen Typ I/III Quotienten eine Hoffnung bezüglich 
einer Rezidivminimierung dar (Junge et al. 2005 und 2007).  
Wrzesniok et al. konnten eine durch Gentamicin induzierte Abnahme von 
Prolidase demonstrieren. Prolidase ist bei der Synthese und dem Abbau von 
Kollagen involviert (Wrzesniok et al. 2002). Jedoch sind die präzisen 
molekularen Mechanismen noch nicht aufgeklärt. 
Bezogen auf eine Verbesserung der postoperativen Wundinfektionsrate 
beschreiben Pico et al. in ihrer prospektiven Studie eine signifikante Ver-
ringerung von Wundinfektionen bei Kindern nach Appendektomien durch 
Einsatz eines mit Gentamicin behandelten Kollagenvlieses im Muskelgewebe 
(Pico et al. 2008).  
Auch de Bruin et al. zeigten, dass die lokale Gabe eines mit Gentamicin behan-
delten Kollagen-Vlieses bei Patienten nach einer abdominoperinealen 
Resektion bei Rektum-Ca die Rate von tiefen Wundinfektionen deutlich 
verringern konnte (de Bruin et al. 2008). 
Insgesamt zeigen sich in den verschiedenen Studien immer wieder positive 
Einflüsse von Gentamicin auf die Wundheilung. Während dies in großen 
Wundhöhlen oder auf offenen Wundflächen bislang auf die antimikrobielle 
Eigenschaft bezogen wurde, so unterstreicht auch diese Studie, dass 
Gentamicin unmittelbar und positiv in den Wundheilungsprozess eingreifen 
kann. 
 
In unseren Untersuchungen fanden wir in Übereinstimmung mit der Literatur 
eine Zunahme des Verhältnisses von Kollagen Typ I/III am 14. postoperativen 
Tag. Interessanterweise wurde diese Beobachtung sowohl in der Anastomose 
als auch im Anastomosen-fernen Kolon gefunden. Dies würde bedeuten, dass 
durch die Operation nicht nur die Kollagensynthese in der Narbenregion, 
sondern auch darüber hinaus systematisch, auch entfernt vom 
Operationsgebiet beeinflusst wird. Einen veränderten Einfluss durch die 
Gentamicingabe konnten wir nicht feststellen. 
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Immerhin bestätigt unsere Studie, dass in der späteren Phase der Heilung 
zunehmend das mechanisch stabilere Kollagen Typ I prädominiert, welches 
reißfestere, dickere Fibrillen formt und maßgeblich für die mechanische 
Gewebebelastbarkeit verantwortlich ist (Junqueira 1996). Die Belastbarkeit 
einer Narbe steigt mit zunehmender Umwandlung von Kollagen Typ III zu Typ I 
und mit der zunehmenden Quervernetzung der Kollagenmoleküle unterein-
ander. 
 
Bei Betrachtung der Entwicklung der Gesamtmenge an Kollagen fanden wir, 
wie auch von Oxlund et al. 1996 beschrieben, eine Zunahme am 5. 
postoperativen Tag. Allerdings sahen wir am 14. Tag eine deutliche Abnahme 
des Kollagengehaltes im Gegensatz zu Oxlund, der über 12 Tage untersuchte 
und weiterhin hohe Werte fand (Oxlund et al. 1996). Die Gabe von Gentamicin 
bewirkte im Narbenbereich über den gesamten Zeitraum eine Steigerung der 
Kollagenmenge, allerdings blieb die Tendenz gleich, so dass es auch hier am 
14. Tag wiederum zu einem Abfall des Wertes kam. 
 
In der postoperativen Phase großer Darmoperationen wird an den 
Anastomosenbereich die Anforderung gestellt, Kräften verschiedener Rich-
tungen zu widerstehen. Die Reißfestigkeit im Streifenzugversuch repräsentiert 
die uniaxiale Kraft, die erforderlich ist, eine Wunde in vitro zu zerreißen. Bei der 
Messung des Berstdruckes wird dagegen ein multiaxialer Test durchgeführt, der 
den schwächsten Punkt einer Anastomose bestimmt. Es wird hierbei davon 
ausgegangen, dass dieser den Ursprung der Insuffizienz repräsentiert (Irvin und 
Hunt 1974). Aus diesem Grund führten wir Messungen des Berstdruckes durch, 
welche die Widerstandskraft der Anastomosen gegenüber intraluminalen 
Kräften aufzeigt.  
Es wird allgemein anerkannt, dass ein hoher Berstdruck als positives 
qualitatives Merkmal für Anastomosen gilt (Oxlund et al. 1996; de Siemonsma 
et al. 2002). In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass der 
Gesamtgehalt von Kollagen und insbesondere das Verhältnis von Typ I/III 
Kollagen die Zugfestigkeit und mechanische Stabilität von heilenden Wunden 
maßgeblich mitbestimmt (Junge et al. 2004; Si et al. 2002). Es besteht eine 
direkte Korrelation zwischen der mechanischen Stabilität von heilenden 
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Darmanastomosen und der Einlagerung von stark verzweigten Kollagenen 
(Oxlund et al. 1996). 
In Übereinstimmung mit der Literatur war in unseren Versuchen eine 
signifikante Zunahme der mechanischen Stabilität am 5. postoperativen Tag mit 
einer Zunahme des Kollagen/Protein Verhältnisses in der Gentamicingruppe zu 
beobachten. Der lokus minores resistenciae am 5. postoperativen Tag fand sich 
hauptsächlich außerhalb der Anastomose, was den Rückschluss erlaubt, dass 
der Anastomosenbereich fester geworden ist als das umgebende Gewebe.  
Von Christensen et al. wurde eine direkte Korrelation zwischen einem ausge-
glichenen Kollagenmetabolismus und einer suffizienten mechanischen Stärke 
gezeigt. In einem Rattenmodell wurden geheilte Kolonanastomosen mit 
biosynthetischen Wachstumshormonen behandelt und eine erhöhte Reiß-
festigkeit beobachtet, für die eine Stimulation der Gesamtrate an eingelagertem 
Kollagen an der Anastomose ursächlich postuliert wurde (Christensen et al. 
1991 und 1994). 
Diese Ergebnisse werden durch unsere Untersuchungen unterstützt. Allerdings 
sollte bedacht werden, dass die Unterschiede der gemessenen Werte des 
Berstungsdruckes gering, wenn auch signifikant sind.  
Darüberhinaus zeigten Onodera et al., dass bei diabetischen Ratten im 
Gegensatz zu gesunden Ratten am 7. postoperativen Tag eine verminderte 
Reißfestigkeit im Anastomosengebiet vorlag. Allerdings war dieser Unterschied 
14 Tage postoperativ nicht mehr feststellbar (Onodera et al. 2004). Ähnliche 
Ergebnisse erzielten Tha Nassif et al. bei hypothyreoten Ratten. Hier zeigte sich 
nach 5 Tagen eine verminderte Reißfestigkeit im Anastomosengebiet der 
hypothyreoten Ratten (Tha Nassif et al. 2009).  
Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stehen die Resultate von Vaneerdeweg 
et al. Sie konnten keinen Unterschied in der Reißfestigkeit von Kolon-
anastomosen durch Einsatz eines Gentamicin-supplementierten Kollagen-
Vlieses herausfinden (Vaneerdeweg et al. 2000). Allerdings verwendete seine 
Arbeitsgruppe ein anderes Tiermodell, nämlich den Einsatz in einer Peritonitis 
mit entsprechenden Flüssigkeitsverschiebungen und einer Zytokin-Liberation. 
Zum anderen könnte auch eine suboptimale Gentamicin-Dosis den fehlenden 
Einfluss erklären. Diese Überlegung wurde schon von Asch et al. in einer Studie 
1978 aufgenommen. Es zeigte sich ein dosisabhängiger Effekt von Gentamicin 
auf die Protease-Aktivität von Kollagenase (Asch und Farnham 1978). 
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Unsere Ergebnisse weisen auf einen günstigen Einfluss von Gentamicin auf die 
intestinale Wundheilung hin und könnten beispielsweise in Form von Genta-
micin-behandeltem Nahtmaterial die Wundheilung im Anastomosenbereich 
selektiv verbessern. 
 
Matrix-Metalloproteinasen spielen u.a. bei Wundheilungsprozessen eine nicht 
zu unterschätzende Rolle, indem sie ECM-Moleküle gezielt spalten können, und 
damit Einfluss auf die Aktivität von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Chemokinen 
oder Zelloberflächen-Rezeptoren nehmen.  
Ein zunehmender lokaler Kollagen – Abbau durch Enzyme der Familie der 
Matrix Metalloproteinasen (MMP) könnte für die reduzierte Reißfestigkeit von 
Kolonanastomosen mit einer resultierenden Anastomosendehiszenz verant-
wortlich sein (Savage et al. 1997 und 1998; de Siemonsma et al. 2002). In 
Ratten wird die Reißfestigkeit von Kolonanastomosen in der kritischen, frühen 
postoperativen Phase nach Verabreichung eines Breitspektrum – MMP – 
Inhibitors verstärkt (Syk et al. 2001; Pasternak et al. 2008).  
Agren et al. konnten in einer Studie zeigen, dass im Bereich des Nahtmaterials 
in einer Kolon-Anastomose der größte Verlust von Kollagen zu verzeichnen 
war. Sie mutmaßten, dass dies auf eine verstärkte Aktivität von MMPs 
zurückzuführen sei, da durch Einsatz von MMP-Inhibitoren dieser Kollagen-
Verlust nicht mehr vorhanden war (Agren et al. 2006). Unsere Untersuchungen 
bestätigten dies nicht, allerdings fanden Agren et al. den Kollagen-Verlust 
bereits nach 24 Stunden, unsere Untersuchungen begannen jedoch erst nach 3 
Tagen. 
Auch Kiyamu et al. zeigten, dass der Einsatz von MMP-Inhibitoren eine Verbes-
serung des Kollagen-Netzwerkes und eine Zunahme der Reißfestigkeit im 
Anastomosenbereich mit sich brachte (Kiyamu et al. 2001) 
 
In unseren Untersuchungen war die Expression von MMP-9 an allen drei 
untersuchten postoperativen Tagen im Anastomosenbereich der Gentamicin-
gruppe signifikant gegenüber der Kontrollgruppe erhöht, ohne dass wir eine 
verminderte Reißfestigkeit im Anastomosenbereich messen konnten. 
Einschränkend muss hier, wie bei MMP-2, festgestellt werden, dass die 
Expression einer MMP nicht automatisch auch mit einer erhaltenen Aktivität 
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korreliert, da diese nicht zuletzt durch MMP-Inhibitoren wie den TIMP’S 
beeinflusst wird. 
Ein möglicher Einfluss durch eine intraoperative Gentamicin-Gabe auf die 
Expression von MMP-2 lässt sich in unseren Ergebnissen nicht feststellen. Hier 
zeigt sich lediglich ein signifikanter Anstieg der Expression am 14. postopera-
tiven Tag in allen untersuchten Gruppen und Lokalitäten.  
 
Vergleicht man die Veränderungen der MMP-9 Expression mit den Verän-
derungen des Gesamtgehaltes an Kollagen und des Verhältnisses von Kollagen 
Typ I/III, so zeigt sich bei beiden Parametern eine signifikante Zunahme am 3. 
und 5. postoperativen Tag. Beide Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 können zwar 
weder Typ I noch Typ III Kollagene direkt abbauen, wohl aber gespaltene 
Kollagenfasern. Außerdem repräsentieren diese MMPs wesentliche Proteasen 
im Kollagenmetabolismus.  
 
Aus diesem Grund könnte die signifikante Zunahme des Verhältnisses von Typ 
I/III Kollagen mit der erhöhten Expression von MMP-9 verbunden sein, was 
wahrscheinlich durch eine zunehmende Spaltung und ein konsequent effizien-
teres Remodelling der Kollagene erklärt werden kann.  
Darüberhinaus bleibt es unerklärlich, ob die zunehmende Expression von MMP-
9 an den postoperativen Tagen 3 und 5 in direktem Zusammenhang zur 
Gentamicin – Behandlung steht oder ob sie nur ein Epiphänomen darstellt.  
In unseren gegenwärtigen Untersuchungen wurden die Expressionen von 
MMP-2 und MMP-9 semiquantitativ mittels Immunohistochemie bestimmt, so 
dass wir über die Enzymaktivitäten dieser Proteinasen keine zuverlässigen 
Aussagen machen können. 
Immerhin brachten Liu et al. erhöhte MMP-9-Konzentrationen mit schlechterer 
Wundheilung in Zusammenhang. Allerdings bezogen sich diese Unter-
suchungen auf Ulcera bei diabetischem Fußsyndrom (Liu et al. 2009).  
 
Als einen unverzichtbaren Teil von Wundheilung und Narbenformation wird eine 
Zelldifferenzierung und –proliferation benötigt. Ein positives Anfärben von 
Zellen für Ki67 wird als zuverlässiger Marker für Zellproliferation (und 
Geweberemodelling) angesehen (Zhu et al. 2001). Unsere Experimente  
zeigten nur am 5. postoperativen Tag einen signifikanten Abfall der Expression 
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von Ki-67 nach Gentamicin Behandlung. Allerdings wurde diese Abnahme nicht 
nur im Anastomosenbereich, sondern auch im nicht operierten Kolon 
Anastomosen-fern gesehen. 
Immerhin zeigte in unserer Studie kein Tier Anzeichen einer beeinträchtigten 
Anastomosenheilung, insbesondere wurde keine Anastomoseninsuffizienz 
beobachtet. In unseren Untersuchungen konnte nicht bewiesen werden, dass 
Gentamicin direkt den Proliferationsindex beeinflusst.  
 
YB-1 vermag zellspezifisch Gene zu trans-aktivieren oder zu reprimieren, wie 
es z.B. für das MMP-2 Gen gezeigt wurde (Mertens et al. 1998). In zahlreichen 
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Zielgene von YB-1 vor allem im Rahmen 
gesteigerter Zellproliferation sowie bei Entzündungs- und Stressreaktionen 
hochreguliert werden. In unseren Versuchen zeigte sich in Übereinstimmung 
damit eine signifikante Erhöhung der YB-1 Expression am 14. postoperativen 
Tag im Anastomosen-fernen Kolon, allerdings unabhängig von der Gentamicin-
Gabe. Auch in der Anastomosenregion zeigte die Gabe von Gentamicin keinen 
Effekt auf die YB-1 Expression. 
 
Mitglieder der Superfamilie des profibrogenen Zytokins Transforming Growth 
Factor – beta (TGF-β) sind einerseits für die Regulation einer Vielzahl zellulärer 
Prozesse verantwortlich und andererseits für die Expression verschiedenster 
Proteine, beispielsweise der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) (Wurm und 
Wechselberger, 2006; Lechapt-Zalcmen et al. 2006; Neumann et al. 2008; 
Sadick et al. 2008). TGF-β ist in der Lage, Transkription und Translation durch 
Aktivierung verschiedener, jedoch eng verknüpfter, Signalwege zu regulieren 
(Massague und Chen, 2000).  
Zhu et al. fanden in der frühen Phase der Wundheilung (nach 48 Stunden) 
einen Anstieg von MMP-9 und TGF-β. Für TGF-β konnte ein weiterer Anstieg 
nach 7 Tagen festgestellt werden. In der zweiten Woche kam es sowohl für 
MMP-9 als auch für TGF-β zu einem Abfall (Zhu et al. 2005). In Überein-
stimmung damit konnten auch wir einen Anstieg der TGF-β Konzentration nach 
5 Tagen sehen, allerdings zeigte sich bis zum 14. postoperativen Tag kein 
Rückgang der Expression. Auch für MMP-9 konnten wir keinen Abfall der Werte 
in der zweiten Woche feststellen. 
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Lechapt-Zalcman et al. fanden in ihren Untersuchungen Hinweise darauf, dass 
TGF-β während der Wundheilung in hohem Maße die Expression von MMP-2 
hochreguliert, während der Einfluss auf MMP-9 sehr gering ausfiel (Lechapt-
Zalcman et al. 2006). Wir fanden am 5. Tag in der Kontrollgruppe im 
Anastomosen-fernen Mukosagewebe eine positive und am 14. Tag im 
Anastomosen-fernen Submukosagewebe eine negative Korrelation zwischen 
MMP-2 und TGF-β (0,642 und -0,958), die keine wirkliche Aussagekraft 
darstellen. Darüber hinaus zeigte sich eine Korrelation zwischen MMP-9 und 
TGF-β am 3. und 5. Tag in der Anastomosenregion in der Kontrollgruppe in der 
Mukosaschicht. Der Anstieg von TGF-β am 5. Tag könnte den Anstieg von 
MMP-9 verursacht haben. Allerdings wird diese positive Korrelation nur einmal 
beobachtet und kann maximal als Hinweis betrachtet werden.  
Buckmire et al. zeigten einen temporären Zusammenhang zwischen TGF-β und 
Prokollagen im Verlauf der Wundheilung in Kolonanastomosen (Buckmire et al. 
1998). In Anlehnung an diese Ergebnisse konnten wir im Verlauf der Wund-
heilung einen Anstieg der TGF-β Expression im Operationsgebiet in der Sub-
mucosa zeigen. Die Gabe von Gentamicin konnte einen deutlichen Anstieg der 
Expression hervorrufen.  
 
Zusammenfassend betrachtet konnte die Gabe von Gentamicin verschiedene 
Veränderungen zeigen: 
Der Berstungdruck der Anastomose, der Gesamtkollagengehalt, der Gehalt an 
MMP-9 und  an TGF-β wurden durch die Gentamicingabe signifikant erhöht. 
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6 Zusammenfassung 
 
 
Da die Anastomoseninsuffizienz in der Kolonchirurgie nach wie vor eine nicht 
zu unterschätzende Komplikation darstellt, gibt es zahlreiche Bemühungen, die 
Ursachen dieser Problematik zu finden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Tiermodells die Auswirkung 
einer intraperitonealen Gabe von Gentamicin auf den Wundheilungsprozess 
nach einer Kolonanastomosierung untersucht. Die Güte der Wundheilung 
wurde mittels einer immunhistochemischen Analyse verschiedener Parameter 
bestimmt, die einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Extrazellulärmatrix 
haben bzw. Bestandteile der Extrazellulärmatrix darstellen. Im Einzelnen waren 
dies der Gesamtkollagengehalt, das Verhältnis von Kollagen Typ I/III, die 
Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und MMP-9, der Proliferationsmarker Ki-67, 
das profibrinogen Zytokin TGF-β und der Transkriptionsfaktor Y-box (YB) 
Protein-1. 
Eine Bestimmung der Parameter erfolgte an den postoperativen Tagen 3, 5 und 
14 in 2 Gruppen, um die Güte der Narbenbildung zu beurteilen. 
Wir konnten zeigen, dass die intraperitoneale Gabe von Gentamicin die Reiß-
festigkeit der Anastomose signifikant verbessern konnte. Auch der Gesamt-
gehalt an Kollagen stieg unter Gentamicin im Anastomosenbereich an.  
Weiterhin zeigten wir, dass der Anteil des reißfesteren Kollagen Typ I post-
operativ zunahm, allerdings unabhängig von der Gentamicin-Gabe.  
Auch die Matrixmetalloproteinase MMP-9 und das Zytokin TGF-β wurden durch 
Gentamicin beeinflusst. Es zeigte sich bei beiden Parametern eine vermehrte 
Expression durch die Gentamicin-Gabe. Demgegenüber fiel keine signifikante 
Beeinflussung der Parameter MMP-2, Ki-67 und YB-1 auf.   
Es konnten lediglich Hinweise für eine positive Beeinflussung der Wundheilung 
bei Kolonanastomosen durch eine intraoperative lokale Gentamicin-Applikation 
gefunden werden.  
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